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Introducciôn
1. SITUACION ACTUAL DE LA TUBERCULOSIS
“Actualmente la tuberculosis ocupa el séptimo lugar en el ranking global de causas de 
muerte”
“Cada segundo, en alguna parte del mundo, alguien se infecta de nuevo con el bacilo de 
la tuberculosis”
“Un tercio de la poblaciôn mundial esta infectada por Mycobacterium tuberculosis, de los 
cuales el 5-10% llegarân a desarrollar la enfermedad en algùn momento de su vida.” 
(WHO 2006b, Fact Sheet, 104, March 2006)
1.1. LA CARGA MUNDIAL DE TUBERCULOSIS
El ultimo informe de la OMS ha estimado que el numéro de casos incidentes de 
tuberculosis en todo el mundo es de 9,27 millones para el ano 2007 (139 casos por
100.000 habitantes), de los cuales 4,1 millones (61 casos por 100.000 habitantes) fueron 
nuevos casos baciliferos (44% del total) y 1,37 millones (14.8% del total) fueron VIH- 
positivos. En este mismo ano, se registraron 1,3 millones de muettes entre los casos 
incidentes de tuberculosis VIH-negativos y 456.000 entre los casos VIH-positivos (247).
La mayoria de casos se registraron en Asia (55%) y Africa (31%), mientras que 
en las regiones del Mediterrâneo Oriental, Europa y America las ciffas correspondientes 
fueron 6%, 5% y 3%, respectivamente. India, China, Indonesia, Nigeria y Sudâfnca 
ocupan, por este orden, los cinco primeros puestos en ciffas absolutas de casos de 
tuberculosis. Africa posee la mayor tasa de incidencia (363 por 100 000 habitantes) 
(Figura 1) y los mayores porcentajes de casos de tuberculosis entre la poblaciôn VIH- 
positiva correspondieron a Africa (79%) y Asia Sudoriental (11%) (247).
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Figura 1. Tasas de incidencia de tuberculosis estimadas por paises, 2007 (247)
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A pesar de que el numéro absolute de casos incidentes de tuberculosis esta 
aumentando debido al crecimiento de la poblaciôn, la tasa de incidencia esta 
disminuyendo, aunque a ritmo lento (menos del 1% al ano). La incidencia mundial de 
tuberculosis alcanzô su valor mâximo en 2004, con 142 casos por cada 100.000 
habitantes, mientras que en 2007 la estimaciôn fue de 139 casos por 100.000 habitantes. 
Dicha incidencia esta disminuyendo en cinco de las seis regiones de la OMS; la 
excepciôn es la region de Europa, donde se mantiene relativamente estable (247). Existen 
22 paises con una carga elevada de tuberculosis que agrupan al 80% de los casos de 
tuberculosis que se producen anualmente en todo el mundo, la mayoria de los cuales 
pertenecen a la region de Africa (Tabla 1).
En cuanto a la tuberculosis multirresistente, en 2007 se detectaron 0.5 millones de 
casos, el 85% de los cuales se registraron en 27 paises (15 de ellos pertenecientes a 
Europa). Los cinco paises con mayor numéro de casos de tuberculosis multirresistente 
fueron India (131.000), China (112.000), la Federaciôn Rusa (43.000), Sudâfnca 
(16.000) y Bangladesh (15.000). En cuanto a la tuberculosis extremadamente resistente, 
que es aquella que présenta resistencia a isoniazida y rifampicina y a fârmacos de 
segunda linea que incluyen, al menos, una fluoroquinolona y uno de los très fârmacos
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inyectables (amikacina, kanamicina o capreomicina), 55 paises habian notificado al 
menos un caso a finales de 2008 (247).
Tabla 1. Incidencia de tuberculosis en los 22 paises que poseen la carga mas elevada de 
enfermedad, 2007 (247)
INCIDENCIA 
TODAS LAS FORMAS BACILOSCOPIAfOSITIVA
HABITANTES
1000S
CASOS
1000S
POR 
100.000 HAB 
POR ANO
CASOS
1000S
POR 
100.000 HAB 
POR ANO
1 India 1 169016 1 962 168 873 75
2 China 1 328 630 1 306 98 585 44
3 Indonesia 231 627 528 228 236 102
4 Nigeria 148 093 460 311 195 131
5 South Africa 48 577 461 948 174 358
6 Bangladesh 158 665 353 223 159 100
7 Ethiopia 83 099 314 378 135 163
8 Pakistan 163 902 297 181 133 81
9 Philippines 87 960 255 290 115 130
10 DR Congo 62 636 245 392 109 174
11 Russian Federation 142 499 157 110 68 48
12 Viet Nam 87 375 150 171 66 76
13 Kenya 37 538 132 353 53 142
14 Brazil 191 791 92 48 49 26
15 UR Tanzania 40  454 120 297 49 120
16 Uganda 30 884 102 330 42 136
17 Zimbabwe 13 349 104 782 40 298
18 Thailand 63 884 91 142 39 62
19 Mozambique 21 397 92 431 37 174
20 Myanmar 48 798 83 171 37 75
21 Cambodia 14 444 72 495 32 219
22 Afghanistan 27 145 46 168 21 76
1.2. LA TUBERCULOSIS EN EUROPA
Segùn los ùltimos datos de la OMS, en 2006 se notificaron 422.830 casos de 
tuberculosis en 51 de los 53 paises que componen la region Europea de la OMS, lo que 
supone el 7% de los casos de tuberculosis notificados en todo el mundo. El 73% de los
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casos pertenecia a la region Este de Europa, el 21% a la Union Europea y Oeste de 
Europa y el 6% a los paises restantes de la zona de los Balcanes (246).
La incidencia de tuberculosis es muy variable en los distintos paises de Europa, 
con tasas que varian desde 5 casos de tuberculosis por 100.000 habitantes en Noruega 
hasta 198 por 100.000 habitantes en Tajikistan. La federaciôn Rusa ocupa el puesto 
numéro 12 en la lista global de los 22 paises con la incidencia mas elevada de 
tuberculosis (http://www.euro.who.int/document/TUB/fs02e tbepidemeuro.pdf) (Figura 
2).
Figura 2. Tasas de incidencia de tuberculosis en la Region Europea de la OMS (2006) (111)
TB cases per 100 000 population 
Not included
El porcentaje mas elevado de casos de tuberculosis coinfectados con VIFI lue 
registrado en Islandia y Portugal, con un 19% y 12% de casos respectivamente. Estonia y 
Letonia han experimentado un aumento acusado en el porcentaje de casos de tuberculosis 
coinfectados con VIH en los ùltimos anos, pasando de un 0.1% a un 9% en el caso de 
Estonia y de un 0.7% a un 3.4% en el caso de Letonia (111).
En toda Europa se han notificado un total de 70.000 casos de tuberculosis 
multirresistente, de los cuales el 95% pertenecen a Europa del Este, lo que représenta un
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15% del total de casos de tuberculosis que tienen lugar en esa zona, alcanzando en 
algunos paises los porcentajes de multirresistencia mas elevados del mundo, como es el 
caso de Azerbayân o la Repùblica de Moldavia, donde un 20% de los casos de 
tuberculosis son multirresistentes. Ademâs, en Estonia y Armenia el 27.3% y el 4% de 
los casos de tuberculosis multirresistente fueron casos de tuberculosis extremadamente 
resistente (241).
La crisis economica y los debilitados sistemas de salud pùblica existentes en los 
paises de Europa del Este son las causas principales del resurgimiento de la tuberculosis 
en esta region. En Europa Occidental, la existencia de focos de marginalizaciôn social e 
inmigrantes procedentes de zonas donde la incidencia de tuberculosis es elevada, son las 
causas principales del incremento de la enfermedad, especialmente en las grandes 
ciudades como Londres, Paris, Barcelona, Madrid y Milan. 
(http://www.euro.who.int/document/TUB/fs02e tbepidemeuro.pdf)
1.3. LA TUBERCULOSIS EN ESPANA
Segùn el ùltimo informe del Centro Nacional de Epidemiologia, el nùmero total 
de casos de tuberculosis respiratoria notificados en 2008 fue de 6.619, con una tasa de 
14.81 casos por 100.000 habitantes (2). Sin embargo, se estima que una tercera parte de 
los casos no son notificados, a pesar de tratarse de una enfermedad de declaraciôn 
obligatoria, por lo que se considéra que estas ciffas inffavaloran la situaciôn real. En el 
ùltimo informe de la OMS, se ha estimado que la incidencia de tuberculosis en Espana 
fue de 30 casos por 100.000 habitantes en el ano 2008 (247).
En relaciôn al nùmero de casos absolutos de tuberculosis notificados por 
Comunidades Autônomas, Cataluna encabeza la lista con un total de 1.422 casos, seguida 
de Andalucia (922) y Madrid (857). Las Comunidades con el menor nùmero de casos 
notificados fueron Ceuta y Melilla, con un total de 34 y 14 casos de tuberculosis 
respectivamente. Sin embargo, atendiendo a las tasas de tuberculosis notificadas por
100.000 habitantes, Ceuta (48.70), Galicia (22.52) y Melilla (20.77) se sitùan en los 
primeros lugares, mientras que Canarias (8.04) y Extremadura (9.66) ocupan los ùltimos 
puestos (2) (Figura 3).
Introducciôn
A pesar de la tendencia decreciente que se registre en Espana en el nùmero de 
casos de tuberculosis a partir de 1995, debido al aumento de las medidas de control en la 
poblaciôn VlH-positiva, con la entrada del nuevo milenio se produjo una desaceleraciôn 
en dicha tendencia. En 2003 un 33.7% de los casos de tuberculosis se registraron en la 
poblaciôn inmigrante, en comparaciôn con el 5.2% observado en 1998. Al igual que en el 
resto de paises industrializados, la principal causa de esta desaceleraciôn esta asociada 
con el incremento en la llegada de inmigrantes procedentes de paises donde la incidencia 
de tuberculosis es elevada (117). En cuanto a las tasas de resistencia registradas en 2006, 
un 10% de los casos presentaban resistencia a isoniazida, un 4.4% a rifampicina y un 
3.8% eran casos de tuberculosis multirresistente (111).
Figura 3. Tasas de incidencia de tuberculosis por Comunidades Autônomas (2005-2006) (2).
O
tasas/100,000 h
* 2 5  a 52.1 (3) 
* 1 6 .2  a 25 (3) 
* 1 4 .2  a 16.2 M
□  12 a 14 (4)
□  9.3 a 12 (5)
Fuente: Red Nacional de Vigilaxia Epidemiolôgica. Elaboraciôn; Centro Nacional de Epidemiolcgfa.
1.4. TUBERCULOSIS Y VIH
La infecciôn por el VIH es un importante factor de riesgo asociado a la 
tuberculosis. No sôlo aumenta el riesgo de reactivaciôn de una infecciôn latente por M
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tuberculosis, sino que también incrementa el riesgo de desarrollar una tuberculosis tras 
una infecciôn reciente y el riesgo de reinfecciôn con una nueva cepa (52). La carga de 
tuberculosis ha aumentado a un ritmo muy râpido en la ultima década en aquellos paises 
que presentan una epidemia por el VIH/SIDA, especialmente en las regiones del Sur de 
Africa. Ademâs, la tuberculosis es la principal causa de muerte entre los individuos 
adultos VIH-positivos de los paises subdesarrollados (6, 52, 244).
En el ano 2000, el 9% del total de nuevos casos de tuberculosis en adultos (15-49 
anos) presentaban coinfecciôn por VIH. Este porcentaje fue mucho mâs elevado en 
Africa (31%) y en algunos paises industrializados, como Estados Unidos (26%). En este 
mismo ano, el numéro de muertes por tuberculosis fue de 1,8 millones, de las cuales el 
12% se detectaron en pacientes coinfectados por VIH (52). No obstante, las cifras de 
casos incidentes y mortalidad por tuberculosis coinfectados por VIH alcanzaron su valor 
mâximo en 2005 (15% de todos los casos incidentes y 480.000 muertes) (247). 
Actualmente, los datos disponibles en 2008 son mediciones directas de la proporciôn de 
casos coinfectados con M tuberculosis y VIH en 64 paises. Estos datos indican que, en 
paises con epidemia de VIH, en comparaciôn con los pacientes VIH-negativos, los 
pacientes VIH-positivos tienen una probabilidad veinte veces mayor de contraer 
tuberculosis. En paises donde la prevalencia de VIH es menor, la probabilidad de 
contraer tuberculosis para los pacientes VIH-positivos es entre 26 y 37 veces mayor 
(247).
Recientemente, la OMS ha creado el Grupo de Trabajo tuberculosis/VIH 
(www.stoptb.org/wg/tb hiv) para actuar de manera conjunta a la hora de combatir la 
combinaciôn létal que forman la tuberculosis y el VIH. En este sentido, existen politicas 
de colaboraciôn entre los programas de control de ambas enfermedades para reducir la 
carga de tuberculosis entre los pacientes VIH-positivos y, asimismo, reducir la carga de 
VIH entre los pacientes con tuberculosis. Estas actividades han de ser incluidas en los 
programas nacionales de control de la tuberculosis (6, 242, 243, 248).
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2. ESTRATEGIAS PARA EL CONTROL DE LA 
TUBERCULOSIS
2.1. MEDIDAS DE CONTROL GLOBAL DE LA TUBERCULOSIS
2.1.1. ESTRATEGIA DOTS
En 1994 se créé la estrategia de control de la tuberculosis recomendada
intemacionalmente, que mâs tarde se denominaria DOTS (Directly Observed Treatment,
Short-course), que consta de cinco puntos fundamentales:
(http://www.who.int/tb/dots/en/index)
1) Compromise politico mediante incremento de la financiaciôn: se considéra que los 
recursos econômicos actuales son insuficientes y es necesario un compromise 
politico que soporte todos los cambios estructurales y financières necesarios para 
mejorar la disponibilidad, distribuciôn y motivaciôn de trabajadores sanitarios 
compétentes.
2) Detecciôn de casos mediante pruebas bacteriolôgicas de calidad garantizada: las 
pruebas bacteriolôgicas continùan siendo el método recomendado para la detecciôn 
de la tuberculosis. Para asegurar un buen diagnôstico bacteriolôgico, se establece la 
necesidad de organizar una red de laboratories correctamente equipados y con 
personal entrenado. Ademâs, se propone que cada pais debe instaurar un laboratorio 
nacional de referenda completamente equipado.
3) Tratamiento estandarizado con supervisiôn y apovo al paciente: deben aplicarse 
tratamientos efectivos, regimenes certes y una dosis diaria fija y ûnica para facilitar 
la adherencia y reducir el riesgo de desarrollo de resistencias. Los servicios de control 
de la tuberculosis deben identificar aquellos factores que pueden provocar que un 
paciente interrumpa su tratamiento. El tratamiento supervisado, que puede incluir la 
terapia directamente observada (TDO), asegura la adherencia y ayuda a los pacientes 
a tomar su medicaciôn y a completar el tratamiento.
4) Sistema eficaz de suministro v gestiôn de los medicamentos: un suministro 
ininterrumpido de los fârmacos antituberculosos a todos los centros sanitarios es 
necesario para el control de la tuberculosis. Dichos fârmacos han de estar disponibles
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de manera gratuita para todos los pacientes con tuberculosis y el uso que los 
proveedores hacen de estos fârmacos ha de monitorizarse de manera estricta.
5) Sistema de monitorizaciôn v evaluaciôn. v medida del impacto: es necesario 
establecer un sistema de comunicaciôn regular entre los niveles centrales y 
periféricos del Sistema de Salud. Este sistema requiere la recogida de informaciôn de 
cada paciente, incluyendo la informaciôn referente al tratamiento. Estos datos serân 
posteriormente analizados para identificar los problemas que sea necesario solventar, 
tanto a nivel local como nacional, con el fin de mejorar el sistema de control de la 
tuberculosis.
En el momento de su creaciôn, el objetivo de la estrategia DOTS era poder 
alcanzar el diagnôstico del 70% de los casos de tuberculosis y lograr una tasa de curaciôn 
del 85% en 2005 (193). En 2006 el DOTS habia sido implementado ya en 184 paises, los 
cuales albergan el 99% de los casos de tuberculosis y el 93% de la poblaciôn mundial. 
Este mismo ano fueron notificados un total de 4,9 millones de nuevos casos de 
tuberculosis (98% del total de nuevos casos notificados en todo el mundo), entre ellos 2,5 
millones de nuevos casos baciliferos (99% del total). Entre 1995 y 2006 los programas 
DOTS notificaron un total de 31,8 millones de nuevos casos y recaidas y 15,5 millones 
de nuevos casos baciliferos (246).
La tasa de éxito en el tratamiento bajo la supervisiôn del DOTS aumentô de un 
77% a un 80% entre los anos 1994 y 1998 y ha permanecido estable desde entonces. Sin 
embargo, estas ciffas varian de unas regiones a otras, ya que mientras que en la regiôn de 
la OMS del Pacifico Oeste los resultados han sido muy satisfactorios (principalmente 
resultado del 93% de éxito en el tratamiento alcanzado en China), en otras regiones, 
como Âffica o Europa del Este, las ciffas son desesperanzadoras (166, 193). Aunque no 
hay datos rigurosos que apoyen la eficacia del DOTS, esta estrategia ha ayudado a 
fortalecer el sistema de salud pùblica y, en los paises mâs pobres, ha contribuido a 
construir su infraestructura bâsica (193).
El incremento en el nùmero de casos de tuberculosis multirresistente y la 
dificultad que supone el tratamiento de los mismos, debido a que los fârmacos empleados 
en estos casos son menos efectivos, hizo necesario que, como suplemento de la estrategia 
DOTS, se crease la estrategia DOTS-plus. Esta estrategia consta de los cinco puntos 
principales de la estrategia DOTS y, ademâs, tiene en cuenta problemas especificos que
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han de ser solventados en regiones con una elevada prevalencia de tuberculosis 
multirresistente. La estrategia DOTS-plus ha de seguir las recomendaciones establecidas 
por la OMS para disminuir el riesgo de adquisiciôn de resistencias a antituberculosos de 
segunda linea. El régimen de tratamiento recomendado por la OMS incluye la 
administraciôn de dos o mâs fârmacos antituberculosos de segunda linea a los cuales el 
aislado es sensible, incluyendo un fârmaco administrado por via parenteral durante al 
menos seis meses. El tratamiento debe ser directamente observado e individualizado 
para cada paciente segùn el perfîl de sensibilidad del aislado de M. tuberculosis y ha de 
tener una duraciôn de 18 a 24 meses (166).
DOTS-plus no pretende ser una estrategia de aplicacion global, sino que debe ser 
implementada ùnicamente en aquellas regiones donde existan niveles moderados o 
elevados de multirresistencia. Actualmente la estrategia DOTS-plus se ha implementado 
en Bolivia, Costa Rica, Estonia, Haiti, Uzbekistân, Letonia, Malawi, México, Perù, 
Pilipinas y la Federaciôn Rusa. Recientemente, la estrategia DOTS-Plus se ha aprobado 
en Georgia, Honduras, Jordan, Renia, Kirgizstan, Libano, Nepal, Nicaragua, Rumania 
and Siria(105, 193,249).
2.1.2. ESTRATEGIA ALTO A LA TUBERCULOSIS
La tuberculosis es una de las prioridades definidas dentro del marco de los 
Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM) de las Naciones Unidas. La meta 6: C 
incluida en los ODM consiste en haber detenido y comenzado a reducir la incidencia de 
la tuberculosis para el ano 2015. Este objetivo incluye la monitorizaciôn de la tasa de 
prevalencia y mortalidad asociada a la tuberculosis y de la proporciôn de casos 
detectados y curados por el DOTS (78).
En 2006 la OMS creô la Estrategia Alto a la tuberculosis (Stop tuberculosis 
Partnership) para alcanzar la meta de impacto establecida en el marco de los ODM. Los 
objetivos de la Estrategia Alto a la tuberculosis son: conseguir el acceso universal a un 
diagnôstico de calidad y a un tratamiento centrado en el paciente, reducir el sufrimiento 
humano y la carga socioeconômica asociados a la tuberculosis, y protéger a las 
poblaciones vulnérables contra la tuberculosis, la coinfecciôn tuberculosis/VIH y la 
tuberculosis multirresistente.
(http://www.who.int/tb/publications/2006/stoptb_strategv_sp.pdf
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La Estrategia Alto a la tuberculosis consta de seis grandes componentes (245):
1) Proseguir con la expansion de un programa DOTS de calidad y mejorarlo en cada 
uno de sus cinco componentes.
2) Hacer frente a la coinfecciôn tuberculosis/VIH y a la tuberculosis multirresistente, 
mediante la implementaciôn de actividades de colaboraciôn en materia de 
tuberculosis/VIH y la prevenciôn y el control de la tuberculosis multirresistente. 
Ademâs, han de abordarse de manera especifica aquellos grupos de riesgo o 
pacientes en situaciones especiales.
3) Contribuir al fortalecimiento de los Sistemas de Salud, mediante esfuerzos 
dirigidos principalmente a mejorar las politicas establecidas, los recursos 
humanos, la financiaciôn, la gestiôn, la prestaciôn de servicios y los sistemas de 
informaciôn.
4) Involucrar a todo el personal de salud, estableciendo colaboraciones entre los 
sectores pùblico y privado y creando normas intemacionales para la atenciôn de 
los enfermos de tuberculosis.
5) Dar mayor capacidad de acciôn a los pacientes y a las comunidades, 
incrementando la participaciôn de la comunidad en la atenciôn antituberculosa y 
creando Estatutos del Paciente para mejorar su atenciôn.
6) Favorecer y promover las investigaciones para el desarrollo de nuevos métodos 
de diagnôstico, medicamentos y vacunas.
La Alianza Alto a la tuberculosis ha anadido otras dos metas de impacto, como 
son reducir a la mitad las tasas de prevalencia y de mortalidad para el ano 2015 con 
respecto a los niveles de 1990. En este ano, las tasas de prevalencia y mortalidad 
deberian ser 150 y 15 por 100.000 habitantes respectivamente. Ademâs, la estrategia Alto 
a la tuberculosis tiene como compromiso eliminar la tuberculosis como problema de 
salud pùblica para el ano 2050, es decir, reducir la incidencia de todas las formas de 
tuberculosis a un caso por millôn (78).
Las tasas de prevalencia y mortalidad estân disminuyendo en todo el mundo y en 
cada una de las seis regiones de la OMS. Sin embargo, en las regiones de Âffica y 
Europa es prévisible que no se logren alcanzar en 2015 las metas citadas, como 
resultado de los valores aùn muy distantes en estas dos regiones entre las tasas de 
prevalencia y mortalidad registradas en 2007 y las metas fîjadas (247).
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2.2. MEDIDAS DE CONTROL LOCAL
ESTUDIO CONVENCIONAL DE CONTACTOS
El estudio convencional de contactes tiene como finalidad identificar a todos los 
sujetos con infecciôn tuberculosa activa y a los casos secundarios entre las personas 
expuestas para poder intemimpir, en la medida de lo posible, la cadena de transmisiôn y 
someter a tratamiento quimioprofilàctico a todas aquellas personas que presenten una 
infecciôn tuberculosa latente (1, 177),
Se considéra “contacte” a toda persona sometida a riesgo de contagio por haber 
estado expuesta a una fuente de infecciôn tuberculosa (1). El riesgo de que una persona 
resuite infectada depende de: las caracterfsticas del caso indice (baciloscopia positiva, 
preseneia de cavitaciones, habites sociales), estado inmunolôgico del contacte y forma e 
intensidad de la exposiciôn. Las personas inmunodeprimidas y los nines menores de 
cinco anos tienen un riesgo de contagio mâs elevado (4).
Para determinar que personas deben ser sometidas al estudio convencional de 
contactes, se establece el siguiente orden de prioridad segùn el riesgo de infecciôn, salve 
que existan circunstancias especiales o diferencias de elevada susceptibilidad que deben 
ser valoradas individualmente (1):
1) Riesgo alto: mâs de 6 horas al dfa de exposiciôn en un ambiente favorable para el 
contagio, o si el contacte estâ inmunodeprimido, o si existe mas de un caso en 
relaciôn con el contacte (brote epidémico).
2) Riesgo medio: menos de 6 horas de exposiciôn.
3) Riesgo bajo: riesgo de contagio similar al de la poblaciôn general.
Todos los contactes clasificados de riesgo alto o medio en los que no se haya 
documentado previamente una infecciôn tuberculosa deberân ser sometidos a la prueba 
de la luberculina y, si esta résulta positiva y se ha descartado una tuberculosis activa, 
deberân comenzar el tratamiento quimioprofilâctico (4).
El estudio convencional de contactes signe un sistema de “circules concéntricos” 
que ccmienza por aquellos contactes con un riesgo alto de infecciôn y va abarcando 
progresivamente a los contactes con riesgo de infecciôn decreciente. El estudio se
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extenderâ hasta que la tasa de resultados positives para la prueba de la tuberculina sea 
semejante a la esperada en la comunidad (4).
Existen determinadas situaciones y contextes epidemiolôgicos especiales que se 
han de tener en cuenta a la hora de realizar el estudio convencional de contactes, ya que 
por sus caracterfsticas se facilita el contacte entre un gran nùmero de personas y la 
transmisiôn de la tuberculosis puede ser mâs favorable, como son: congregaciones, 
prisiones y correccionales, lugares de trabajo, hospitales, escuelas, asiles y casas de 
acogida (4).
Sin embargo, no siempre el estudio convencional de contactes logra identificar 
todos los casos implicados en una cadena de transmisiôn reciente. En este sentido, las 
nuevas herramientas de genotipado molecular han desvelado situaciones en las que la 
transmisiôn ha tenido lugar mediante un contacte esporâdico o casual (144), o bien en 
entomos de transmisiôn diferente a los contemplados por el estudio convencional de 
contactes (141). Por este motive, es importante el uso combinado de la epidemiologia 
convencional y las técnicas de genotipado para ayudar a identificar de una forma mâs 
précisa los casos de tuberculosis implicados en una cadena de transmisiôn reciente (68).
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3. AGENTE ETIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS
Existen diverses agentes etiolôgicos de la tuberculosis, todos ellos incluidos 
dentro del llamado “Complejo Mycobacterium tuberculosis'’", que incluye las especies M 
tuberculosis, M. africanum, M. canettii, M. bovis y M. microti. M. tuberculosis, M. 
africanum y M. canettii son fundamentalmente patôgenos humanos, mientras que M. 
bovis y M. microti son mayoritariamente los agentes causantes de la tuberculosis en 
animales, aunque pueden ser transmitidos al hombre (185). Se han descrito asimismo 
especies responsables de la infecciôn de cabras y focas, que se han denominado M 
caprae y M. pinnipedi (166). Todos ellos se caracterizan por compartir mâs de un 99% de 
su secuencia nucleotidica y presentar idéntica secuencia del gen 16S del ARNr (85, 106, 
115,205).
El género Mycobacterium estâ formado por bacilos rectos o ligeramente 
curvados, inmôviles, no esporulados, sin flagelos ni câpsula y con un alto porcentaje de 
guanina y citosina (G+C) en su ADN (157). Las micobacterias estân estructuralmente 
mâs prôximas a las bacterias Gram-positivas que a las Gram-negativas, aunque tampoco 
se acomodan en esta categoria, puesto que en su pared celular hay principalmente lipides 
en vez de proteinas y polisacâridos.
El bacilo de la tuberculosis es un microorganismo prototrôfico (sintetiza sus 
compuestos a partir de fuentes bâsicas de Carbone y Nitrôgeno) y heterotrôfîco (utiliza 
compuestos orgânicos ya sintetizados como fuentes de Carbone y energia). Su estructura 
macromolecular y su estado fisiolôgico son el resultado de una gran adaptaciôn a su 
entomo; la calidad nutricional de este détermina la forma de vida del bacilo, tanto en su 
hâbitat natural, como en el medio de cultive (166).
La caracteristica principal que diferencia a las micobacterias es su pared celular, 
que présenta determinados âcidos grasos de alto peso molecular (entre 70 y 90 âtomos de 
carbone) llamados âcidos micôlicos, que constituyen mâs del 50% del contenido de la 
envuelta celular (183). La disposiciôn de estos âcidos micôlicos es especifica de cada 
especie y es una propiedad utilizada en la identificaciôn (166).
La cubierta lipidica citada anteriormente confiere al género Mycobacterium sus 
caracteristicas principales, como son: resistencia a las soluciones de âcido-alcohol, alta 
hidrofobicidad, resistencia intrinseca a algunos antibiôticos y propiedades inmunolôgicas 
distintivas. Determinados componentes de la pared, como el lipoarabinomanano y el cord
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factor intervienen en la patogenia y favorecen la supervivencia del microorganismo en el 
interior de los macrofagos (104). Ademâs, probablemente también contribuya a la baja 
velocidad de crecimiento de algunas especies, entre ellas las incluidas en el complejo M 
tuberculosis, ya que dificulta la captura de nutrientes por parte de la bacteria (166). En 
condiciones de laboratorio favorables, M  tuberculosis se divide aproximadamente cada 
17 horas (183), lo que supone una tasa de crecimiento muy lenta en comparaciôn con la 
mayoria de bacterias cultivables, que tienen un tiempo de duplicaciôn que oscila entre 15 
minutes y una hora. La estructura tan hermética de su pared es, sin duda, esencial para 
preservar la maquinaria metabôlica y de replicaciôn de la bacteria, la cual puede pasar a 
un estado de latencia cada vez que sea necesario. Esta caracteristica parece ser la 
principal respuesta adaptativa del bacilo ante condiciones subôptimas o incluse extremas, 
tanto in vitro, como in vivo (166).
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4. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD
4.1. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO
La tuberculosis activa se diagnostica mediante la detecciôn de bacilos 
pertenecientes al complejo M  tuberculosis tanto en muestras respiratorias (tuberculosis 
pulmonar) como en extrarrespiratorias (tuberculosis extrapulmonar). A pesar de que en 
los ùltimos anos se han desarrollado nuevas herramientas de identificaciôn, el 
diagnôstico de la tuberculosis sigue recayendo en el examen microscôpico y en el cultive 
de las muestras clinicas (166). Sin embargo, el desarrollo de nuevas técnicas moleculares 
ha permitido una identificaciôn mâs râpida y précisa de las distintas especies de 
micobacterias cultivadas (3).
4.1.1. Examen microscôpico
El examen microscôpico mediante la detecciôn de bacilos AAR es el 
procedimiento mâs simple, barato y râpido para proporcionar al clinico un diagnôstico 
preliminar. Ademâs, permite obtener una estimaciôn cuantitativa de los bacilos que estân 
siendo excretados y con ello identificar aquellos pacientes que son mâs infecciosos (3). 
Asimismo, résulta ùtil para monitorizar la respuesta de los pacientes al tratamiento 
antimicrobiano (10).
Los métodos para determinar la presencia de micobacterias AAR se basan en su 
resistencia intrinseca a la pérdida de coloraciôn, tras aplicar un colorante primario, 
después de la exposiciôn a soluciones de âcido-alcohol o âcidos minérales. Los métodos 
de tinciôn mâs utilizados son: a) tinciones basadas en la utilizaciôn de fucsina fenicada 
(carbolfucsina) como colorante primario. Estas son, la clâsica de Ziehl-Neelsen o 
variantes como la tinciôn de Kinyoun, donde los microorganismos se tinen de rojo sobre 
un fondo azul o verde (Figura 4), dependiendo del colorante de contraste utilizado; y b) 
métodos que utilizan como colorante primario determinados fluorocromos (auramina O, 
auraminarodamina) donde los microorganismos que son AAR, bajo la luz ultravioleta, 
aparecen fluorescentes de color amarillo o naranja, dependiendo del filtro empleado 
(Figura 4). La diferencia bâsica entre ambos métodos radica en el aumento microscôpico 
requerido y, por tanto, en el nùmero de campos a visualizar. De esta forma, los métodos 
con carbolfucsina precisan el examen con un ocular-objetivo de inmersiôn de gran
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aumento (x 1.000). En cambio, las técnicas fluorescentes requieren menos esfuerzo, al 
poder observar la preparaciôn con un ocular-objetivo de menor aumento (x 250) sin 
pérdida de sensibilidad. Esto permite una mayor rapidez de lectura y un menor cansancio 
del microscopista, siendo por tanto el método de cribado recomendado en los laboratorios 
con un gran nùmero de muestras (10).
Figura 4. Observaciôn microscôpica de M.tuberculosis mediante tinciôn de Ziehl-Neelsen 
(izquierda) y tinciôn de auramina (derecha).
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Todas las tinciones en las que se observe la presencia de bacilos AAR deberân 
informarse como positivas, especificândose el método de tinciôn empleado. Ademâs, ha 
de aportarse también una estimaciôn de la cantidad de bacilos AAR présentés en la 
muestra clinica, usândose ffecuentemente el esquema de cuantificaciôn propuesto por la 
American Thoracic Society (Tabla 2)
Tabla 2. Interpretaciôn e informe de la microscopia (baciloscopia) para la detecciôn de bacilos 
AAR (3).
Tipo de tinciôn, aumento ôptico y n° de BAAR observados
Informe Fucsina Fluorocromo Fiuorocromo
(X 1.000) (x260) (x450)
No BAAR 0 0 0
Dudoso (repetir) 1-2 / 300 campos (3 bamdos) 1-2 / 30 campos (1 barrido) 1-2 / 70 campos (1,5 barridos)
Positivo 1 + 1-9 /100  campos (1 barrido} 1-9 /10  campos 2-18 / 50 campos (1 barrido)
Positivo 2 + 1-9 /10  campos 1-9 / campo 4-36 /1 0  campos
Positivo 3 + 1-9 / campo 10-90 / campo 4-36 / campo
Positivo 4 + >9 ! campo >90 / campo >36 / campo
21
Introducciôn
Las tinciones negativas no descartan la tuberculosis, ya que se ha observado que 
ùnicamente entre el 50% y el 80% de las muestras de pacientes con tuberculosis 
presentan tinciones positivas (3)
En la identificaciôn microscôpica pueden cometerse errores de dos tipo s (10):
1) Errores por defecto (falsos negativos): muestras no représentât)vas (saliva en vez de 
esputo, volumen escaso de orina, jugo gâstrico no tamponado, etc.), extensiones 
demasiado gruesas o fmas, mala fijaciôn de la extensiôn, mala calidad de los 
colorantes, exceso de decoloraciôn, defectos de observaciôn (pocos campos 
examinados, fatiga del observador, escasa atenciôn o experiencia, etc.).
2) Errores por exceso (falsos positivos): son los mâs graves, y pueden ser debidos a la 
presencia de restes de alimentes en el esputo, precipitados del colorante, 
contaminaciôn cruzada de los portaobjetos durante las tinciones y/o uso de agua 
contaminada con micobacterias ambientales, contaminaciôn a través del aceite 
minerai con el objetivo de inmersiôn, o puede tratarse de otros microorganismos con 
propiedades de AAR.
4.1.2. Cultive
El aislamiento de micobacterias a partir del cultive de muestras clinicas continùa 
siendo fundamental para el diagnôstico especifîco de las infecciones por estos 
microorganismos. El cultive ha demostrado ser mâs sensible (ùnicamente requiere la 
presencia de 10-10^ bacterias viables/ml) que el examen microscôpico. Ademâs, el 
aislamiento del agente causal permite la identificaciôn de la especie, los posteriores 
estudios de sensibilidad frente a los antimicrobianos, asi como la monitorizaciôn del 
tratamiento y curaciôn del paciente (10).
Existen très tipos de medios de cultive de micobacterias: medios basados en 
huevo (Lowestein-Jensen), medios basado en agar (7H10 y 7H11 de Middlebrook) y 
medios liquides (7H9 de Middlebrook, Dubos, Youmans, Proskauer-Beck, etc., y 
sistemas comerciales). Los medios liquides son medios muy enriquecidos que recuperan 
un mayor nùmero de micobacterias y de manera mâs râpida que los medios sôlidos. Por 
ello se aconseja incluirlos siempre para el aislamiento primario de muestras clinicas. 
Ademâs, estos medios se utilizan como base para diversas pruebas de identificaciôn 
bioquimica y de sensibilidad a los antimicrobianos. Por el contrario, presentan la
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desventaja de no poder visualizar la morfologia de la colonia (Figura 5) ni valorar los 
posibles cultivos mixtos. Actualmente, uno de los medios liquidos mâs utilizados es el 
MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube), que consiste en un medio fluorométrico 
basado en el 7H9 de Middlebrook con un componente fluorescente. Bajo la luz 
ultravioleta el crecimiento se aprecia mediante la visualizaciôn de un brillo fluorescente 
anaranjado en la superficie y en el fondo del tubo como consecuencia de una disminuciôn 
de la cantidad de oxigeno (3) (10).
En la actualidad, el cultive de micobacterias se basa en la utilizaciôn de sistemas 
automatizados de incubaciôn y lectura, en los que también pueden realizarse pruebas de 
sensibilidad a antimicrobianos, como los sistemas BACTEC 460 tuberculosis, MB/BacT 
ALERT 3D y MGIT 960. Estos sistemas presentan otras ventajas importantes, ya que la 
automatizaciôn élimina la manipulaciôn del tubo, lo que conlleva la desapariciôn de 
posibles contaminaciones cruzadas (10).
Figura 5. Colonias de Mycobacterium tuberculosis en medio de cultivo sôlido.
4.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR
La principal ventaja del diagnôstico molecular consiste en su aplicaciôn universal 
sobre todos los aislamientos, detecciôn râpida, identificaciôn de microorganismos de 
difîcil cultivo y una adecuada relaciôn coste-beneficio. Sin embargo, estas técnicas no 
pueden hoy dia sustituir completamente a la metodologia tradicional y algunas, como la 
secuenciaciôn, requieren una inversiôn inicial elevada.
Existen dos tipos de técnicas de identificaciôn molecular: 1) técnicas basadas en 
la utilizaciôn de sondas de âcidos nucleicos, que consisten en sondas comerciales de
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ADN (sondas de AccuProbe® (GenProbe Inc., San Diego, Estados Unidos)) no 
radiactivas que permiten identificar, por hibridaciôn con el ARNr micobacteriano, de 
forma râpida (2 horas) y especifica, el complejo M. tuberculosis, y 2) técnicas basadas en 
la amplificaciôn, mediante PCR, de secuencias especificas de ADN y posterior 
caracterizaciôn de los ffagmentos de amplificaciôn (PCR-RFLP del gen hsp65, 
secuenciaciôn de la subunidad ribosomal 16S, hibridaciôn en fase sôlida (INNO-LiPA® 
Mycobacteria (Innogenetics NV, Gante, Bélgica), GenoType® Mykobacterien (Hain 
Diagnostika, Nehren, Alemania), etc.) (10).
Detecciôn directa de M  tuberculosis en la muestra clinica
Actualmente se han desarrollado diferentes métodos moleculares que permiten la 
detecciôn del complejo M  tuberculosis directamente de las muestras clinicas con un 
évidente adelanto diagnôstico. Estos métodos se basan en la amplificaciôn de regiones 
especificas del genoma del complejo M  tuberculosis (165). Existen tanto métodos 
basados en réactivés comerciales (AMPLICOR M  tuberculosis assay, BDProbeTec® ET 
(Becton Dickinson, Sparks, Estados Unidos)), como otros no comerciales que utilizan 
habitualmente las plataformas LightCycler® (Roche Molecular Biochemicals, 
Mannheim, Alemania), o ABI Prism 7700® (PE Applied Biosystems, Foster City, 
Estados Unidos)
4.3. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS
Las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos deben realizarse con métodos 
microbiolôgicos que comprueben la eficacia de cada fârmaco. Se considéra que una cepa 
es resistente cuando el 1% del inôculo de la poblaciôn bacteriana en estudio es resistente 
a una concentraciôn prefijada de un determinado fârmaco.
4.3.1. Métodos fenotipicos convencionales para la detecciôn de resistencias
• Métodos basados en medios de cultivo sôlidos: existen diversos métodos, pero el mâs 
utilizado es el “Método de las proporciones criticas”, descrito por Canetti y Grosset, 
en que se compara el nùmero de colonias crecidas en presencia de diferentes
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diluciones de antibiôtico con las colonias cultivadas en medio sin antibiôtico, 
interpretando el resultado a través de la proporciôn de colonias capaces de crecer en 
presencia del fârmaco. Inicialmente, la técnica se disenô para su utilizaciôn en medio 
de Lôwenstein- Jensen y para los fârmacos de primera linea, exceptuando la 
pirazinamida (10). Poco después se estandarizô para los medios 7H10 y 7H11 de 
Middlebrook. Este método ha sido recomendado como la prueba de sensibilidad de 
referencia frente a la cual han sido comparadas todas las pruebas de sensibilidad 
desarrolladas posteriormente (251). Los factores limitantes mâs importantes son el 
tiempo de incubaciôn, de 3 a 4 semanas, y el câlculo del inôculo, debido a la 
tendencia de M  tuberculosis a formar agregados no homogéneos. Recientemente se 
ha introducido un nuevo método llamado “E-tesf’, basado en la utilizaciôn de tiras 
impregnadas de antibiôtico aplicadas directamente sobre plaças de medio de cultivo. 
Este método aporta la ventaja de determinar la CMI del fârmaco gracias al gradiente 
de concentraciones del antibiôtico a lo largo de la tira. Se trata de un método sencillo, 
aunque requiere cierta experiencia en su lectura y tiene un coste superior al resto de 
técnicas basadas en medio sôlido (10).
• Métodos basados en medios de cultivo liquidos: a partir de 1980 fue introducido 
como método de anâlisis de sensibilidad de los aislados de M  tuberculosis el sistema 
radiométrico BACTEC 460 tuberculosis, que es una versiôn modifrcada del método de 
las proporciones (17). Estâ basado en la utilizaciôn de viales de cultivo, con medio 7H9 
modifrcado, inoculados con la cepa a estudiar y conteniendo la concentraciôn adecuada 
de antibiôtico. La estandarizaciôn del inôculo se logra estableciendo una asociaciôn entre 
un crecimiento y una determinada lectura radiométrica (10). Los viales de la cepa a 
estudiar son leidos diariamente, interpretândose la sensibilidad y resistencia segùn la 
progresiôn de las lecturas de crecimiento respecto al control sin antibiôtico. Este método 
proporciona resultados en un tiempo mucho menor (5-6 dias) y diversos estudios han 
demostrado que los resultados obtenidos son comparables a los resultados obtenidos con 
el método de las proporciones (198), aunque présenta el inconveniente del manejo de 
sustancias radiactivas y su escasa automatizaciôn. En los ùltimos anos han aparecido 
diversos sistemas no radiométricos para realizar las pruebas de sensibilidad, entre los que 
se encuentran el BACTEC MGIT 960, el MB/BACT ALERT 3D y el ESP Cultura 
System II. Todos ellos utilizan el medio de cultivo 7H9 modifrcado y el crecimiento se
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evidencia mediante la detecciôn de la producciôn de CO2 o el consume de O2 . El mâs 
utilizado es el BACTEC MGIT 960, que ha demostrado una gran reproducibilidad y una 
gran correlaciôn con el método radiométrico (17). Las ventajas principales de este 
método son la incubaciôn automatizada y la ausencia de radiactividad en el proceso.
El anâlisis de sensibilidad recomendado para los fârmacos de primera linea es el 
anâlisis de dos concentraciones distintas de isoniazida y una concentraciôn de 
rifampicina, etambutol y pirazinamida. Los antimicrobianos de segunda linea analizados 
son capreomicina, cicloserina, etionamida, kanamicina, ofloxacino, PAS, rifabutina y 
estreptomicina. El anâlisis de todos estos fârmacos de segunda linea, a excepciôn de la 
cicloserina, junto con el anâlisis de una concentraciôn mâs elevada de etambutol, debe 
realizarse para todo aquel aislado resistente a rifampicina o resistente a dos o mâs de los 
fârmacos de primera linea (251)
4.3.2. Métodos genotipicos para la detecciôn de resistencia a fârmacos de primera 
linea
La detecciôn de resistencia mediante el uso de métodos moleculares se ha 
centrado en la identificaciôn de resistencias a isoniazida y rifampicina.
Resistencia a isoniazida: estâ asociada fundamentalmente a la apariciôn de 
mutaciones en dos genes: el gen katG y el gen inhA. El primero codiflca la enzima 
catalasaperoxidasa, implicada en la transformaciôn de la isoniazida en su compuesto 
activo. La mutaciôn mâs ffecuente en este gen afecta al codôn 315, provocando un 
cambio de aminoâcido. El gen inhA codifica la enzima enoil AGP reductasa que participa 
en la smtesis de la pared bacteriana. Las alteraciones en el codôn 315 del gen katG suelen 
asociarse a resistencia superior a 1 pg/ml, mientras que las vinculadas al gen inhA suelen 
ser inferiores o igual es a esta concentraciôn.
Resistencia a rifampicina: la resistencia a este fârmaco se encuentra, 
prâcticamente en todos los casos, relacionada con mutaciones en el gen rpoB, que 
codifica la subunidad beta de la ARN polimerasa, evitandose, asi, las interferencias 
causadas por la rifampicina en la transcripciôn. La mayoria de las cepas tienen 
alteraciones en una zona de 81 pb del gen que se conoce como regiôn déterminante de la 
resistencia a la rifampicina (RDRR). Las mutaciones mâs ffecuentes son las que afectan 
a los codones 451 y 456. Al igual que con la isoniazida, se ha observado relaciôn entre
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las CMIs y las mutaciones. Asi, las mutaciones de los codones 451 y 456 se asociarian a 
CMIs superiores a 32 pg/ml, mientras que las de los codones 436, 441, 443 y 447 se 
vincularian a CMIs mâs bajas.
La identificaciôn molecular de resistencias tiene como ventajas la rapidez en la 
obtenciôn de los resultados y su independencia del crecimiento bacteriano. Los 
principales métodos de identificaciôn molecular son (10):
• Métodos basados en hibridaciôn: LiPA {Line Probe Assay) es una técnica comercial 
desarrollada para la detecciôn de las principales mutaciones de resistencia a 
rifampicina. Se basa en la hibridaciôn del ADN de la cepa problema sobre una 
membrana en la que estân fijadas sondas capaces de detectar individualmente cada 
una de las mutaciones mâs comunes en la RDRR del gen rpoB. Por otra parte, se han 
desarrollado técnicas no comerciales entre las que destacan las basadas en PCR e 
hidridaciôn revelada por ELISA y las basadas en equipos de PCR a tiempo real. Estas 
ultimas permiten la amplificaciôn y detecciôn del producto de forma simultânea 
utilizando sondas marcadas con moléculas fluorescentes. Las técnicas de PCR a 
tiempo real se han aplicado en la detecciôn de las mutaciones implicadas en la 
resistencia a la rifampicina y a la isoniazida, tanto en aislamientos de cultivo como 
directamente en las muestras clinicas. Esta ultima posibilidad offece expectativas para 
detectar la resistencia con gran rapidez. No obstante, existen limitaciones que exigen 
su perfeccionamiento, como la baja sensibilidad en las muestras con baciloscopia 
negativa y la necesidad de dirigirse tan sôlo a las mutaciones concretas conocidas.
• Métodos basados en la secuenciaciôn: en la actualidad se considéra el método de 
referencia, debido a que permite conocer la secuencia concreta de un fragmento, 
constatando todas las mutaciones présentes. Actualmente es aplicable ùnicamente a 
muestras procedentes de aislamientos de cultivo. Técnicamente es algo mâs compleja 
que el resto de los métodos. Sin embargo, existen equipos de secuenciaciôn con un 
alto grado de automatizaciôn que, aunque son costosos, permiten que estas técnicas 
puedan plantearse como una altemativa real.
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4.4. DIAGNOSTICO DE LA INFECCION LATENTE PORM. tuberculosis
4.4.1. Prueba de la tuberculina
La prueba de la tuberculina se desarrollo en el siglo XIX y hoy en dia continùa 
empleândose como la técnica mâs comùn para la detecciôn de la infecciôn latente por M  
tuberculosis (147). Esta prueba estâ basada en la reacciôn de hipersensibilidad de tipo 
retardado que se produce en un individuo infectado por M  tuberculosis cuando se le 
inyecta “tuberculina”, que es un derivado proteico purificado (Purified Protein Derivative 
o PPD), aunque también contiene ciertos lipidos y polisacâridos, formado por mâs de 200 
antigenos pertenecientes al complejo M  tuberculosis, pero que también son compartidos 
por otras micobacterias (3, 9).
La tuberculina se inyecta de forma subcutânea y, si existe infecciôn latente por M. 
tuberculosis, las células T generadas durante la infecciôn son reclutadas al lugar donde 
ha sido suministrada la tuberculina, produciendo una induraciôn en esa zona. La reacciôn 
a la tuberculina comienza 5 ô 6 horas después de haber sido inyectada, produciéndose la 
mâxima induraciôn a las 48 ô 72 horas, siendo tras este periodo de tiempo cuando deben 
leerse los resultados de la prueba (3).
Los resultados deben ser interpretados por personal sanitario cualificado y debe 
comprobarse si existe induraciôn en la zona de inyecciôn de la tuberculina y, en ese 
caso, ha de medirse el diâmetro de ésta. La Sociedad Torâcica Americana ha establecido 
recomendaciones para determinar si la prueba de la tuberculina es positiva o negativa, 
segùn el diâmetro de la induraciôn y ciertas caracteristicas del paciente (Tabla 3).
Sin embargo, la prueba de la tuberculina présenta la limitaciôn de poder presentar 
falsos positivos en aquellas personas vacunadas por BCG o infectadas por micobacterias 
no tuberculosas. Ademâs, también se han observado falsos negativos en personas 
inmunodeprimidas. Otro problema anadido es la variabilidad que existe en cuanto a la 
forma de administraciôn, lectura de los resultados y respuesta biolôgica (147).
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Tabla 3. Recomendaciones para la estimaciôn de positividad en la prueba de la tuberculina (3)
I n d u r a c i ô n  > 5  m m I n d u r a c i ô n  ^ 1 0  m m I n d u r a c i ô n  > 1 5  m m
P e r s o n a s  V IH -p o s itiv a s P e r s o n a s  p r o c é d a n te s  d e  p a i s e s  d e  a  It a  
in c id e n c ia  c o n  un  t ie m p o  tr a n scu rr id o  d e s d e  s u  
l le g a d a  <  S a r io s
P e r s o n a s  s in  fa c to r e s  d e  
r ie s g o  p a ra  TB
C o n ta c to s  r e c ie n te s  d e  u n  c a s o  
d e  TB
A d ic to s  a  d r o g a s  in y e c ta d a s
R e s id e n t e s  y  e m p le a d o s  d e  in s t itu c io n e s  d o n d e  
e x is t e  un  r ie s g o  d e  tr a n s m is iô n  e l e v a d o
C a m b io s  fib rô tico s  e n  la  
ra d io g r a fia  d e  tôrax  c o n s i s t e n t e s  
c o n  u n a  TB a n ter io r
P e r s o n a l  d e l lab o ra to r io  d e  m ic o b a c te r io lo g ia
P a c ie n t e s  c o n  ô r g a n o s  
tr a n s p la n ta d o s  y  o tro s  p a c ie n t e s  
in m u n o d e p r im id o s  ( r e c ib ie n d o  al 
el é q u iv a le n te  a > 1 5 m g /d (a  d e  
p r e d n is o n a  d u r a n te  > 1 m e s
P e r s o n a s  c o n  fa c to r e s  d e  r ie s g o  p ara  
d esa rro lla r  un TB ( s i l ic o s is ,  d ia b e t e s  m e litu s , 
in s u fic ie n c ia  ren a l, c ie r to s  d e s ô r d e n e s  
h e m a t o lô g ic o s  e t c
N irios < 4 a r io s . ni n o s  y  a d o le s c e n t e s  e x p u e s t o s  
a  a d u lte s  q u e  s e  e n c u e n tr e n  d e n tr e  d e  la s  
c a t e g o r ia s  d e  r ie s g o
4.4.2. Métodos alternativos a la prueba de la tuberculina
Actualmente existen nuevos métodos para el diagnôstico de la tuberculosis latente 
basados en la mediciôn ex vivo del IFN-y liberado por las células T en respuesta a la 
estimulaciôn con dos antigenos de M  tuberculosis (antigenos ESAT-6 y CFP-10) (9, 67). 
Entre este tipo de ensayos, denominados IGRAs, se encuentran el T-SPOT-tuberculosis y 
el QuantiFERON©-tuberculosis Gold y ban demostrado ser mas especificos que la 
prueba de la tuberculina, ya que no se ven afectados por la vacunaciôn por BCG y no 
muestran reacciones cruzadas con micobacterias no tuberculosas, y en personas inmuno- 
comprometidas su sensibilidad es mayor que la obtenida con la prueba de la tuberculina 
(9). No obstante, ciertos estudios ban sugerido que la positividad obtenida con estos 
ensayos es menor que la ofrecida por la tuberculina, aunque no esta claro si esta menor 
positividad se debe a una mayor especifîcidad o a una menor sensibilidad (67).
La mayor desventaja que presentan estos ensayos es su elevado coste; sin 
embargo, en paises sin limitaciones econômicas, su utilizaciôn es cada vez mayor. En 
este sentido, el CDC ba recomendado que la prueba de la tuberculina sea reemplazada 
por el QuantiFERON®-tuberculosis Gold y las recomendaciones britânicas lo ban
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propuesto como prueba confirmatoria para aquellos casos con prueba de tuberculina 
positiva (9)
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5. MANIFESTACIONES CLINICAS, TRANSMISION Y 
TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS
5.1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA TUBERCULOSIS
Ciertas enferaiedades y condiciones fïsicas que hacen que el sistema inmune se 
débilité son factores que facilitan el desarrollo de la tuberculosis. Entre ellos se 
encuentran: VIH/SIDA, diabetes, malnutriciôn, alcoholismo, edad avanzada,
insuficiencia renal crônica, leucemias, tumores, tratamiento con inmunosupresores, 
silicosis, gastrectomia y factores hereditarios (3).
Las manifestaciones clmicas de la tuberculosis son muy variables y dependen de 
un gran numéro de factores, tanto de la bacteria como del hospedador. Existen una série 
de sintomas de naturaleza sistémica, que son independientes del ôrgano o tejido infectado 
y que engloban: fiebre, pérdida de apetito, pérdida de peso, debilidad, sudoraciôn 
noctuma y malestar general (3). Todos ellos son sintomas comunes a otras enfermedades 
y dificultan, por tanto, el diagnôstico de la tuberculosis. En ocasiones la tuberculosis es 
asintomâtica, descubriéndose de forma casual o mediante el estudio de contactos de un 
enfermo tuberculoso (18)
Existen diferentes tipos de tuberculosis dependiendo de su localizaciôn 
anatomical
• tuberculosis pulmonar: es la forma mas comùn de tuberculosis en un adulto 
inmunocompetente. El sintoma principal es la tos y, conforme avanza la enfermedad 
y como resultado de la inflamaciôn y necrosis del tejido, se produce el esputo, que es 
clave para el diagnôstico de la enfermedad. Puede estar asociada a dolor pleural, 
como resultado de la inflamaciôn del parénquima pulmonar adyacente; la disnea no 
es un sintoma muy frecuente, aunque la tuberculosis puede provocar, sin embargo, un 
fallo respiratorio severo (3).
En un paciente con tuberculosis primaria (resultado de una infecciôn reciente) las 
anomalias radiolôgicas mas fi-ecuentes son: 1) infiltrado parenquimatoso en campos 
medios o inferiores, con ffecuencia asociado a adenopatias hiliares homolaterales, 2) 
adenopatia hiliar o paratraqueal que provoca en ocasiones atelectasia por compresiôn 
y 3) patrôn miliar, que corresponde a la forma mas grave y que es la expresiôn de la
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diseminaciôn hematogena, habitualmente silente, que ocurre durante la 
primoinfecciôn, siendo mas frecuente en ninos de corta edad o en pacientes 
inmunodeprimidos. En estas formas clmicas a menudo no se consigne el diagnôstico 
bacteriolôgico, porque suelen estar asociadas a lesiones cerradas con menor 
poblaciôn bacilar, siendo la radiologia y una prueba de la tuberculina positiva las 
claves para identificarla (18).
En la tuberculosis pulmonar postprimaria, que es aquella que se desarrolla como 
resultado de una reactivaciôn endôgena de una infecciôn latente adquirida anos antes, 
la localizaciôn mas frecuente de las lesiones es en los segmentes apicales y 
posteriores de los lôbulos superiores, y apicales de los lôbulos inferiores de uno o 
ambos pulmones. Las formas radiolôgicas son muy diversas, pudiendo observarse 
cualquier patrôn radiolôgico; sin embargo, lo mas frecuente es la presencia de un 
infiltrado a menudo cavitado unilateral o bilateral. La cavitaciôn es debida a la 
necrosis caseosa y es el signo mas evocador de tuberculosis, pero en absolute 
exclusive. En la tuberculosis pulmonar cavitada, la bacteriologia del esputo o del 
broncoaspirado es casi siempre positiva, siendo, por tanto, la forma mas contagiosa 
de la enfermedad (18).
• tuberculosis extrapulmonar: es una forma menos comùn de la enfermedad; su 
diagnôstico présenta mayores dificultades que la tuberculosis pulmonar, ya que afecta 
a zonas que son menos accesibles y donde, ademâs, se requiere una menor cantidad 
de bacilos para causar un dano mucho mayor. Todo esto hace que la confirmaciôn 
bacteriolôgica sea menos frecuente (166).
Existen diversas formas de tuberculosis extrapulmonar, aunque las mas 
relevantes son las detalladas a continuaciôn (166):
- tuberculosis miliar o diseminada: es el resultado de una diseminaciôn 
masiva del bacilo de la tuberculosis por el torrente sanguineo. Los ninos no 
vacunados, los ancianos y las personas inmunodeprimidas son mas susceptibles a esta 
forma de tuberculosis. Los sintomas son inespecifîcos e incluyen fiebre, anorexia y 
pérdida de peso, aunque, dependiendo del ôrgano, afectado pueden aparecer otros 
sintomas mas especificos.
- tuberculosis pleural: es la forma mas comùn de tuberculosis extrapulmonar. 
En la mayoria de los casos se produce varios meses después de la infecciôn primaria
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y los sintomas son fiebre, tos seca, disnea y dolor torâcico. La prueba de sensibilidad 
a la tuberculina (TST) puede ser negativa en el momento del diagnôstico y volverse 
positiva durante el tratamiento con antituberculosos.
- tuberculosis ganglionar: es la segunda forma mas comùn de tuberculosis 
extrapulmonar en pacientes VIH-negativos y la mas comùn en VIH-positivos y 
enfermos de SIDA. La localizaciôn preferente es la cadena ganglionar cervical. 
Primeramente, los ganglios crecen de forma lenta y no causan dolor, pero después el 
volumen de éstos aumenta, tienden a fusionarse y suelen formarse fistulas. La prueba 
de la tuberculina suele ser muy positiva, excepto en pacientes inmunodeprimidos.
- tuberculosis en el Sistema Nervioso Central: présenta dos formas bâsicas, 
meningoencefalitis y tuberculoma intracraneal. La ffecuencia de meningoencefalitis 
ha disminuido mucho desde que se introdujo la vacunaciôn con BCG, aunque ha 
aumentado en adultos jôvenes con VIH/SIDA. Los sintomas incluyen apatia, letargia, 
fiebre y transtomos mentales como irritabilidad, dificultad de comprensiôn, 
alteraciones de la personalidad, desorientaciôn y confusiôn mental. También se han 
observados otros sintomas como vértigo, vômitos y migraha.
- Otras localizaciones extrapulmonares: se han observado diversas formas de 
tuberculosis extrapulmonar. Entre ellas, las mas comunes son la tuberculosis 
genitourinaria, renal y osteoarticular, aunque también existen formas menos 
comunes, como tuberculosis cutanea y ocular, que suelen ser consecuencia de 
inoculaciôn accidentai, o tuberculosis del tracto digestive, que suele producirse tras la 
ingestiôn de alimentes contaminados.
5.2. TRANSMISION Y DESARROLLO DE LA TUBERCULOSIS
La tuberculosis se transmite de una persona a otra a través de microparticulas 
aerosolizadas de una a cinco micras de diâmetro que contienen bacilos del complejo M 
tuberculosis. Estas particulas son exhaladas por personas con tuberculosis pulmonar o 
laringea al toser, estomudar, hablar o cantar. También pueden generarse en 
procedimientos que conduzcan a la formaciôn de aerosoles, como inducciôn de esputo, 
broncoscopias y durante la manipulaciôn de tejidos infectados o procesamiento de 
muestras en un hospital o laboratorio. El diâmetro reducido de estas microparticulas
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favorece su persistencia prolongada en el aire y, una vez inhaladas, pueden alcanzar los 
alvéolos pulmonares, donde los bacilos de M. tuberculosis se replican. (3).
Hay cuatro factores que determinan la probabilidad de transmisiôn de M. 
tuberculosis:
1) Numéro de bacilos expulsados al aire
2) Concentraciôn de estos bacilos en el aire, que viene determinada por el espacio y
ventilaciôn de la habitaciôn
3) Tiempo de exposiciôn
4) Estado inmunolôgico del individuo expuesto
Existen una serie de medidas que ayudan a reducir el numéro de bacilos de 
tuberculosis présentés en el aire de una habitaciôn, como son la ventilaciôn, la radiaciôn 
con luz ultravioleta y la utilizaciôn de mascarillas eon un tamano de poro adecuado en 
pacientes baciliferos durante el periodo anterior a la negativizaciôn del esputo mediada 
por la terapia (3).
Una vez que un individuo se ha contagiado con el bacilo de tuberculosis, la 
naturaleza de su respuesta inmune determinarâ si la infecciôn progresa o es contenida. 
Aquellas personas capaces de desarrollar una respuesta inmune eficaz para contener los 
bacilos de tuberculosis désarroilaràn una infecciôn latente por un periodo de tiempo 
indeterminado. El riesgo de progresar hacia la forma clinica de la enfermedad es mas alto 
durante los primeros très a cinco anos tras la infecciôn, especialmente en personas 
inmunodeprimidas. Segùn esto, la enfermedad puede tener lugar durante la fase inicial de 
la infecciôn (tuberculosis primaria), debido a una infecciôn con una carga bacilar 
elevada, elevada patogenicidad/virulencia por parte de la bacteria y/o factores que 
disminuyen la respuesta inmune del hospedador. En este caso, la enfermedad se 
desarrollaria transcurridos unos meses tras la infecciôn. La otra forma de enfermedad es 
la llamada tuberculosis postprimaria, que se produce después de que haya transcurrido un 
periodo prolongado tras la fase inicial de infeceiôn y suele deberse a una ruptura en el 
equilibrio entre la bacteria y el sistema inmune del hospedador en aquellos individuos 
con una tuberculosis latente (166).
34
Introducciôn
5.3. TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS
El primer agente antituberculoso efectivo descubierto frie la estreptomicina en 
1944, cuyo inconveniente era la facilidad de adquisiciôn de resistencias ffente al mismo. 
Con el fin de minimizar esta limitaciôn, en 1950 frie introducida la terapia combinada 
con estreptomicina y PAS. En 1952, la isoniazida frie anadida a esta terapia combinada, 
lo que incrementô notablemente la eficacia del tratamiento, aunque aùn seguian siendo 
necesarios periodos prolongados de administraciôn (18-24 meses), con inyecciones 
dolorosas y efectos secundarios, lo que dificultaba mucho la adherencia al tratamiento 
por parte de los pacientes. En 1960, el PAS frie sustituido por el etambutol y a finales de 
esta década frie descubierta la rifampicina, que permitiô pasar a un tratamiento por via 
oral y de tan solo nueve meses de duraciôn (163). Final mente, en 1980, se introdujo la 
pirazinamida, que permitiô reducir la duraciôn del tratamiento a seis meses (166).
El objetivo del tratamiento antituberculoso no es sôlo curar al paciente y 
prevenirle de una recaida, sino que también se pretende conseguir que el paciente deje de 
ser infeccioso lo antes posible, romper la cadena de transmisiôn y evitar la apariciôn de 
resistencias. En el tratamiento de la tuberculosis hay que tener en cuenta, por tanto, que 
es necesaria la administraciôn de mas de un fârmaco al que el microorganismo haya 
mostrado susceptibilidad, ya que la utilizaciôn de un numéro insuficiente de los mismos 
lleva asociada la selecciôn de mutantes resistentes. En la mayoria de las situaciones 
clinicas es neeesaria la utilizaciôn de, al menos, très fârmacos, los cuales deben incluir 
antibiôticos altamente bactericidas (destrucciôn de bacilos en estado de crecimiento 
activo) y otros con alta capacidad esterilizante (destrucciôn de bacilos en estado 
persistente, con crecimiento lento) (18).
El fârmaco con mayor capacidad bactericida es la isoniazida, seguida de la 
rifampicina, la pirazinamida y la estreptomicina. Los fârmacos con mayor capacidad 
esterilizante son la pirazinamida y la rifampicina; mientras que la isoniazida ofrece una 
escasa capacidad esterilizante (18). Teniendo en cuenta estas consideraciones, los 
regimenes de tratamiento actuates se dividen en una fase intensiva inicial de dos meses 
de duraciôn, en la cual los très fârmacos se administran conjuntamente y, en ocasiones, 
junto a un cuarto fârmaco, generalmente etambutol, y una fase de continuaciôn de cuatro 
meses de duraciôn, donde se administra isoniazida y rifampicina (163). En la fase 
intensiva del tratamiento, la isoniazida es responsable de la eliminaciôn del 95% de los
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bacilos durante los dos primeros dias de tratamiento y su actividad bactericida es 
sustituida por la rifampicina y la pirazinamida segùn avanza esta fase inicial. En la fase 
de continuaciôn con isoniazida y rifampicina, la rifampicina es el ùnico fârmaco efectivo 
contra aquellos bacilos que se encuentran en estado de latencia (150).
Ademâs de los fârmacos considerados como antituberculosos de primera linea en 
el tratamiento de la tuberculosis (isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol y 
estreptomicina), se dispone de fârmacos de segunda linea (amikacina, kanamicina, 
capreomicina, PAS, cicloserina, etionamida, protionamida y varias fluoroquinolonas) 
(166), que suelen utilizarse en los casos de tuberculosis resistente, aunque son fârmacos 
menos efectivos, con un coste mâs elevado, mayores efectos secundarios asociados y que 
requieren periodos de tratamiento mâs prolongados (de nueve meses a un ano) (163).
5.4. VACUNAS CONTRA LA TUBERCULOSIS
La ùnica vacuna disponible actualmente para la tuberculosis es el Bacilo de 
Calmette Guerin (BCG), constituida por una cepa viva atenuada de M. bovis aislada por 
primera vez por Calmette y Guerin de una vaca con tuberculosis. Esta cepa fue 
subeultivada sucesivamente en el laboratorio y, al cabo de trece anos, se observô que 
habia perdido su virulencia. La vacuna con BCG fue aplicada por primera vez en 
humanos en 1921 y actualmente se estima que mâs de un billôn de personas la han 
recihido (http://www.who.int/vaccine_research/diseases/ari/en/index4.html#vaccine).
BCG protege ffente a formas severas de tuberculosis en niftos, incluyendo 
tuberculosis miliar y meningitis tuberculosa, aunque la eficacia de su protecciôn es 
menor en adultos y adolescentes y varia mucho de unas regiones geogrâficas a otras. 
Ademâs, se han documentado casos de tuberculosis en inmunodeprimidos vacunados con 
BCG. Las razones que explican la reducida eficacia de esta vacuna son las diferencias 
existentes en el estado inmunolôgico del hospedador, diferencias en las diferentes cepas 
de BCG utilizadas para preparar la vacuna en los distintos paises, y factores nutricionales 
y socio-econômicos de las distintas poblaciones. Sin embargo, debido a la protecciôn que 
offece frente a las formas mâs severas de tuberculosis infantil, la OMS continùa 
recomendândola en el calendario de vacunaciôn de paises con alta incidencia y
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preValencia de tuberculosis. Actualmente la vacunaciôn con BCG es obligatoria en 64 
paises (166).
Recientemente, se han generado nuevas cepas de BCG, que han sido modificadas 
genéticamente para sobreexpresar un determinado antigeno o estimular la producciôn de 
una determinada citoquina, y que podrian ser candidatas a nuevas vacunas contra la 
tuberculosis, aunque las diferencias entre las cepas BCG usadas por los distintos 
laboratorios para construir estas nuevas vacunas pueden provoear diferencias en la 
respuesta inmune que generan
(http://www.who.int/vaccine research/diseases/ari/en/index4.html#vaccine).
En los ùltimos anos, la anotaciôn del genoma complete de M  tuberculosis junto 
con el desarrollo de nuevas técnicas de anâlisis genômico han proporcionado un nuevo 
marco para el desarrollo de nuevas vacunas contra la tuberculosis basadas en la 
inactivaciôn de genes relevantes en la virulencia del bacilo. En este sentido, se ha llevado 
a cabo la generaciôn de mutantes atenuados de M  tuberculosis como nuevos candidatos 
a posibles vacunas contra la tuberculosis (8). Uno de estos mutantes es el mutante S02, 
que ha demostrado ser mâs atenuado que BCG y conferir una inmunidad équivalente a 
esta ultima en modelo murino y superior en ensayos con cobayas (140). Estudios 
adicionales ayudarân a asegurar la eficacia de estos nuevos mutantes como vacunas 
contra la tuberculosis y a demostrar su elevado nivel de protecciôn en los distintos 
individuos.
37
Introducciôn
6. EPIDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS
INCREMENTO DE LA TUBERCULOSIS Y ANALISIS DE LOS FACTORES 
IMPUCADOS
La tendencia decreciente en el numéro de casos de tuberculosis que se habia 
registiado en los paises industrializados entre 1950 y 1980, gracias a los programas de 
control de la tuberculosis y a la introducciôn de los nuevos fârmacos desarrollados para 
su tratamiento, comenzô a cambiar a partir de 1985, tanto en Europa como en Estados 
Unidos (116) (149). Las principales causas de este cambio fueron dos: la pandemia del 
VIH, que provocô que un gran numéro de personas que tenian una infecciôn latente por 
M. tuberculosis desarrollasen la enfermedad (116), y la falta de solidez de los programas 
de cortrol de la tuberculosis en estos paises, que consideraban que la enfermedad estaba 
prâcticamente eliminada. Al no existir un sistema de seguimiento y vigilancia adecuado, 
los pacientes abandonaban el tratamiento o no lo cumplian correctamente (48) (39).
Otros factores sociales, como el aumento de la mendicidad derivado del 
empecramiento de las condiciones econômicas, el alcoholismo y el abuso de sustancias 
inyectadas por via parenteral en ciertas subpoblaciones, también contribuyeron al 
incrementô en el numéro de casos de tuberculosis, debido a la dificultad para asegurar un 
buen cumplimiento del tratamiento en estos grupos sociales (39). Este fallo terapéutico 
llevô asociado un aumento en el numéro de casos de tuberculosis resistente y 
multiresistente (116, 149). En Europa del Este, principalmente en los paises miembros 
de la mtigua Uniôn Soviética, es donde se produjo un mayor aumento de los casos de 
tuberculosis multirresistente, que posteriormente fueron exportados a Europa Occidental 
debidc a la inmigraciôn desde estas regiones, como resultado de la crisis socio- 
econônica (149).
6.1. Brotes de Tuberculosis
En determinadas regiones, la existencia de brotes ha conllevado asimismo 
situaciones que han resultado en un incrementô de las tasas de tuberculosis. En 1992 
tuvo lugar en Estados Unidos un brote de tuberculosis multirresistente que afectô a mâs 
de 10( personas en 21 hospitales de la ciudad de Nueva York, de los cuales el 82% eran 
pacientes eoinfectados con el VIH (154). Este brote fue causado por una ùnica cepa de
38
Introducciôn
M. tuberculosis y sus variantes cionales, que eran resistentes a los cuatro fârmacos de 
primera linea y a algunos de segunda linea. Esta cepa se denominô W y se vio que habia 
sido responsable de dos brotes documentados anteriormente en uno de los hospitales de 
esta ciudad y en la prisiôn del Estado de Nueva York, respectivamente (5, 221). La cepa 
W llegô a ser endémica en el Estado de Nueva York, donde provocô mâs de 350 casos, y 
posteriormente se extendi ô a otros Estados y a Puerto Rico. Las tasas de mortal idad 
debidas a la infecciôn por dicha cepa fueron superiores al 80% (7).
En esta década de los 90 también surgieron casos de tuberculosis multirresistente 
en pacientes eoinfectados con VIH en hospitales y prisiones de otros paises (60, 153, 
172, 182). La coinfecciôn tuberculosis-VIH hace que la progresiôn hacia la forma clinica 
de la enfermedad sea râpida y si las medidas de control son escasas, la transmisiôn entre 
pacientes con VIH/SIDA puede provocar una râpida diseminaciôn de una misma cepa 
MR (154). Durante esta época, en muchas instituciones no habia facilidades para el 
aislamiento de los pacientes con tuberculosis, produciéndose condiciones de 
hacinamiento que aumentahan la transmisiôn de la enfermedad. Ademâs, en muchos 
casos, el tratamiento suministrado a estos casos de tuberculosis multirresistente era 
inadecuado y la tasa de cumplimiento del mismo en los enfermos eoinfectados con el 
VIH era baja. Todas estas circunstancias hicieron que los hospitales y otras instituciones 
no estuviesen preparados para hacer ffente al incrementô tan dramâtico de la tuberculosis 
en esta poblaciôn (153).
Debido a los grandes brotes producidos, las medidas de control y tratamiento de 
la tuberculosis en los paises industrializados se reforzaron, principalmente en aquellas 
comunidades con un alto riesgo para la infecciôn por tuberculosis, y su incidencia 
comenzô a disminuir (145). En Estados Unidos y en los paises miembros de la Uniôn 
Europea esta tendencia decreciente se ha mantenido a los largo de los ùltimos anos (42, 
111), mientras que en muchos paises en vias de desarrollo de Âffica, Asia y América 
Latina, la tuberculosis continùa siendo una amenaza para el sistema de Salud Pùblica, ya 
que las tasas de incidencia continùan siendo muy altas, poniéndose de manifiesto que el 
nùmero de casos de tuberculosis estâ obviamente relacionado con la situaciôn econômica 
del pais (166).
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6.2.. Tuberculosis e inmigraciôn
A pesar de la tendencia decreciente en el nùmero de casos de tuberculosis 
detectada en las ùltimas décadas en los paises industrializados, debida principalmente al 
comtrol de la infecciôn por el VIH en estos paises, el aumento en el nùmero de casos de 
tuberculosis entre la poblaciôn inmigrante ha producido una desaceleraciôn de dicha 
tendencia (42, 111, 145, 180). Esta poblaciôn inmigrante procédé principalmente de 
regnones donde la incidencia de tuberculosis es elevada y, como consecuencia de la 
ineîstabilidad econômica y politica existente en sus paises de origen, se ven forzados a 
emügrar a otras regiones con una situaciôn econômica mâs favorable (180).
En Estados Unidos el 57% de los casos nuevos de tuberculosis se detectan entre 
la poblaciôn extranjera y, dentro de esta poblaciôn, el mayor nùmero de casos se observa 
entire los inmigrantes procedentes de Affica Subsahariana y el Sureste de Asia. Ademâs, 
los mayores porcentajes de resistencia a isoniazida corresponden a las poblaciones 
pro*cedentes de Vietnam (20%) y Perù (18%) (42).
En la Uniôn Europea los casos de tuberculosis en poblaciôn extranjera alcanzan el 
20%, varian d o  desde un 40 a un 100% en los distintos paises. El mayor porcentaje de 
casios de tuberculosis se observa igualmente en inmigrantes procedentes de Asia y Africa, 
aumque también se ha registrado un porcentaje importante (7%) de casos de tuberculosis 
entire los inmigrantes procedentes de paises miembros de la antigua Uniôn Soviética. 
Estfos paises de Europa del Este poseen también tasas muy altas de tubereulosis 
mulltirresistente, que oscilan entre el 10 y el 21% de los casos (111). El incrementô en los 
cas(os de tubereulosis multirresistente y tubereulosis extremadamente resistente en los 
paisses de Europa Occidental estâ asociado mayoritariamente a casos extranjeros 
pro»cedentes de estas regiones (80).
El mayor riesgo de desarrollo de la enfermedad entre la poblaciôn inmigrante 
tieme lugar durante los primeros anos tras su llegada al pais receptor (132) (61) (164) y el 
riessgo de poseer una infecciôn latente por M. tubereulosis es mayor entre los inmigrantes 
de «ediad mâs avanzada, ya que el tiempo de exposiciôn a la tubereulosis en su paises de 
origem ha sido mayor (42). Ciertos factores, como déficit en la alimentaciôn, estrés y 
comdiiciones de vida precarias, son hahituales en los primeros anos de entrada de la 
poblaiciôn inmigrante en el pais receptor (100, 164), haciendo que aumente la 
vulinerabilidad a la enfermedad por el efecto que dichos factores tienen en el sistema
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inmunolôgico (164). Ademâs, la dificultad para accéder al sistema de salud pùblica de los 
inmigrantes que se encuentran en situaciôn ilegal aumenta el riesgo de que, al desarrollar 
la enfermedad, el caso de tubereulosis no sea notificado a los sistemas de Salud Pùblica 
(29)
Aunque, en la mayoria de los casos, la tubereulosis en la poblaciôn inmigrante se 
debe a una reactivaciôn endôgena de una infecciôn adquirida en sus paises de origen, la 
reinfecciôn exôgena puede ser responsable de hasta el 20% de los casos en algunas 
poblaciones, segùn han demostrado estudios recientes de epidemiologia molecular (19, 
96, 169). La enfermedad prédomina en varones jôvenes, ya que son los que se encuentran 
ligados al fenômeno migratorio, siendo la localizaciôn pulmonar la mâs frecuente. La 
coinfecciôn tubereulosis-VIH es menos habituai, excepto en aquellas poblaciones que 
proceden del Affica Subsahariana, donde la incidencia del VIH es muy elevada (73).
A pesar de que existe cierta controversia, por sus posihles connotaciones 
discriminatorias, el chequeo para la detecciôn de tubereulosis en la poblaciôn inmigrante 
en el momento de su llegada al pais receptor es una prâctica comùn en Europa, 
Norteamérica y Australia (36). Ademâs, se ha propuesto como especialmente 
recomendable diagnosticar y tratar la infecciôn tuberculosa latente en la poblaciôn 
inmigrante procedente de zonas donde la incidencia de tubereulosis es elevada (42. 100)
El impacto que la poblaciôn inmigrante tiene en la poblaciôn autôctona en 
relaciôn con la transmisiôn de la tubereulosis varia segùn los estudios, ya que rrientras 
que algunos autores han puesto de manifiesto que la inmigraciôn no tiene ninguna 
influencia en la transmisiôn de la tubereulosis en la poblaciôn autôctona (61), otros 
autores han demostrado que existe una gran permeabilidad en dicha transmisiôn entre 
amhas poblaciones (12, 31, 71).
6.3. Cepas prevalentes y factores de riesgo asociados a su transmisiôn
La cepa W, anteriormente comentada y responsable de un gran nùmero de casos 
en Estados Unidos, pertenece a una familia de cepas de M  tubereulosis muy conservada 
genéticamente y ampliamente distribuida por todo el mundo denominada familia W- 
Beijing. Su nombre se debe a que inicialmente se identified como prédominante en la 
zona de Pékin (Beijing) en China (responsable del 92% de los casos), aunqu(C, 
posteriormente, muchos estudios han demostrado que es comùn en otras zonas (Asia, 
Texas, Estonia y Cuba, entre otras (102)). Ademâs, ha estado implicada en grandes brotes
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de tuberculosis, como el descrito en Nueva York (154), o el de la isla de Gran Canaria, 
donde en 1996 la cepa mâs comùn aislada en esta isla pertenecia a la familia Beijing, a 
pesar de su baja prevalencia en el resto de Espana (44). Inicialmente, se considéré que 
esta familia estaba asociada a una mayor tendencia a desarrollar resistencia o 
multirresistencia. Sin embargo, a pesar de que diversos estudios han demostrado una 
relaciôn significativa entre la familia W-Beijing y la resistencia a fârmacos (27, 70, 128), 
otros autores, por el contrario, no han observado una mayor resistencia entre estas cepas 
comparadas con el resto de las cepas aisladas en las mismas regiones (44, 57).
En cuanto a los factores de riesgo asociados a la infecciôn por la familia Beijing, 
un estudio realizado en Vietnam encontrô una asociaciôn entre la edad y la infecciôn por 
estas cepas (16) y estudios recientes realizados en Sudâfrica han demostrado una estrecha 
asociaciôn entre la infecciôn por cepas pertenecientes a esta familia y la infecciôn por 
VIH en esta regiôn (148). A pesar de todo, la amplia distribuciôn intemacional de esta 
familia, junto a su frecuente implicaciôn en brotes, sugiere que estas eepas poseen una 
mayor capacidad de diseminaciôn (102).
Ademâs de la familia W-Beijing, otras cepas han sido asimismo destacadas por 
su elevada prevalencia en determinadas regiones. Una de estas es la cepa G, sensible a 
antituberculosos, ampliamente distribuida en Nueva York desde los anos 90 y cuya 
infecciôn estâ asociada con el abuso de sustancias inyectadas por via parenteral (154), 
siendo una de las cepas mâs frecuentemente aislada en esta ciudad en poblaciôn indigente 
y VIH-positiva entre los anos 2001 a 2004 (134). En el Reino Unido la cepa CH lue la 
responsable de un brote que afeetô a 235 escolares en Leicester en el ano 2000, debido a 
un mal establecimiento de las medidas de vigilancia, tratamiento y control de la 
tubereulosis (239). Otros ejemplos de cepas prevalentes en determinadas zonas son la 
cepa Harlingen en Holanda, cepa asociada a poblaciôn autôctona o de Surinam (123, 
229); la cepa MTZ en Zaragoza, cepa sensible sin factores de riesgo asociados a su 
transmisiôn (133), y la cepa responsable del denominado Cluster 2 de Dinamarca, 
asociada a hombres jôvenes nacidos en Dinamarca (131). Algunos autores han sugerido 
que la alta prevalencia de estas cepas aisladas en determinadas regiones podria ser debida 
a que poseen una mayor virulencia y transmisibilidad (133, 154), particularmente en 
aquellos casos en los que las caracteristicas de los pacientes afectados no pudiesen 
expli car el motivo de su elevada prevalencia (133).
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7. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA TUBERCULOSIS
La Epidemiologia Molecular surge al integrar la Biologia Molecular, la Medicina 
Clinica, la Estadistica y la Epidemiologia (144). En esencia, esta disciplina estâ dirigida a 
estudiar el papel que juegan factores de riesgo ambientales y genéticos en la etiologia de 
la enfermedad y en su distribuciôn en la poblaciôn. En relaciôn con las enfermedades 
infecciosas, la Epidemiologia Molecular utiliza una aproximaciôn multidisciplinar para 
identificar los factores causantes de la enfermedad, su propagaciôn /diseminaciôn y su 
distribuciôn, lo cual se lleva a cabo principalmente mediante una asociaciôn de las 
caracteristicas epidemiolôgicas con los rasgos genotipicos de los aislados clinicos (144).
El entendimiento de la transmisiôn de la tubereulosis mejorô notablemente 
gracias a la introducciôn de las técnicas de genotipado a principios de los anos 90, 
cuando una amplia variedad de marcadores genéticos para M tubereulosis fueron 
identificados (127). Los métodos utilizados hasta entonces para la identifîcaciôn de cepas 
se basaban en la morfologia de las colonias, velocidad de crecimiento, sensibilidad a 
determinados antibiôticos y tipado mediante la utilizaciôn de fagos. Todos estos métodos 
resultaban imprecisos y no aportaban un poder de resoluciôn sufîciente para ser 
utilizados en el estudio de la epidemiologia de la tubereulosis (144).
Sin embargo, de todos los marcadores genéticos identificados, sôlo un nùmero 
reducido de ellos demostraron tener una capacidad de discriminaciôn y una 
reproducibilidad suficientes para ser implementados a gran escala (126, 127). El 
principio de la era genômica en el estudio de la tubereulosis comenzaria en 1998 con la 
publicaciôn del genoma completo de la cepa de laboratorio H37Rv (51). A pesar de que 
el genoma del complejo M. tubereulosis estâ altamente conservado en relaciôn con el de 
otros patôgenos bacterianos, se han observado regiones con polimorfïsmos genéticos, 
algunos de ellos consistentes en secuencias monoméricas repetidas periôdicamente y que 
comùnmente se denominan repeticiones en tândem de nùmero variable o VNTRs 
(Variable-number tandem repeats) (144).
En general, a la hora de elegir el marcador molecular adecuado para realizar un 
estudio de epidemiologia molecular de la tubereulosis en una poblaciôn determinada, hay 
que tener en cuenta la estabilidad del marcador y la variabilidad genética de las cepas de 
M. tubereulosis en esa poblaciôn. La tasa de cambio del marcador genético debe ser lo
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suficientemente râpida como para distinguir entre cepas no relacionadas 
epidemiolôgicamente y lo suficientemente lenta para permitir agrupar aquellos casos 
relacionados epidemiolôgicamente (144). El poder de discriminaciôn de un marcador 
genético se considéra adecuado cuando la probabilidad de considerar idénticas dos cepas 
no relaeionadas es inferior al 5% (indice de diversidad de Simpson). Ademâs, el método 
de genotipado elegido deber ser, preferiblemente, un método râpido, fâcil, reproducible y 
de bajo coste.
7.1. PRINCIPALES TÉCNICAS DE GENOTIPADO DE M  tubereulosis
7.1.1. IS611Q-RFLP
En 1993 este método fue adoptado como el método de genotipado estândar para 
el complejo M tubereulosis (225) Esta técnica estâ basada en la variabilidad que existe 
dentro del complejo M tubereulosis tanto en el nùmero, como en la posiciôn dentro del 
genoma de la secuencia de inserciôn IS6110. En esta técnica, el cromosoma de M. 
tubereulosis es digerido con la enzima de restricciôn Pvu II, los fragmentos de restricciôn 
son separados mediante electroforesis en gel de agarosa e hibridados con una sonda cuya 
secuencia es complementaria a IS6110. Los fragmentos de restricciôn generados que 
contienen esta secuencia de inserciôn son detectados por quimioluminiscencia (Figura 6). 
El desarrollo de programas para el anâlisis de los patrones de RFLP ha permitido 
establecer eomparaciones entre los patrones de los aislados clinicos de los distintos 
laboratorios y se han creado bases de datos de genotipos tanto a nivel nacional como 
intemacional (107, 127, 209, 226).
La principal ventaja del IS6110-RFLP es su elevado poder de discriminaciôn y 
una estabilidad biolôgica adecuada para los estudios de transmisiôn. Ademâs, al ser una 
técnica ampliamente utilizada, existe una gran cantidad de genotipos disponibles para 
realizar eomparaciones. Sin embargo, esta técnica présenta las siguientes limitaciones: 
requiere una gran cantidad de ADN purifîcado, impi ica un procedimiento lento y 
laborioso, requiere personal cualificado tanto para su realizaciôn como para la 
interpretaciôn de los resultados (Figura 7), existe cierta subjetividad a la hora de asignar 
los genotipos y ofrece un bajo poder de resoluciôn entre las cepas con un nùmero bajo de 
copias de IS6110.
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Figura 6. Esquema metodolôgico de la técnica IS61I0-RFL?
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Figura 7. Imâgenes de patrones IS6//Ù-RFLP de aislados clinicos de MTBC
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7.1.2. Spoligotipado
Esta técnica de genotipado basada en PCR fue desarrollada en 1997 por 
Kamerbeek y cols. (121) y analiza el polimorfismo en la secuencia RD (repeticiones 
directas) del complejo M. tubereulosis. La region RD consta de repeticiones directas 
separadas por espaciadores de secuencia ùnica (43 espaciadores han sido descritos para el 
complejo M. tubereulosis). El producto de la amplifîcaciôn por PCR de esta region es 
hibridado con una membrana que contiene inmovilizados 43 oligonucleôtidos de 
secuencia complementaria a las secuencias de los 43 espaciadores (Figura 8). La 
presencia o ausencia de cada uno de estos espaciadores es determinada por 
quimioluminiscencia (Figura 9), estableciéndose asi un genotipo para cada cepa que 
puede representarse en forma de côdigo binario. El Spoligotipado ha sido utilizado 
principalmente como técnica de genotipado de segunda linea para analizar aquellos 
aislados de M. tubereulosis con menos de seis copias de IS6110 y para estudios de 
filogenia, ya que permite diferenciar entre familias genéticas de cepas.
Figura 8. Esquema metodolôgico de la técnica de Spoligotipado.
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La principal ventaja de esta técnica es que, al estar basada en PCR, requiere 
pequenas cantidades de ADN, el cual no es necesario que esté purifîcado. Ademâs, es
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una técnica mâs râpida y sencilla que el IS6110-RFLP en la que los resultados se 
representan en forma numérica, lo que permite una comparaciôn sencilla de datos entre 
los distintos laboratorios. La gran desventaja de esta técnica de genotipado es su bajo 
poder de discriminaciôn, ya que analiza una ùnica regiôn del cromosoma de M. 
tubereulosis.
Se dispone de una base de datos intemacional de Spoligotipos denominada, en su 
ùltima versiôn, SpolDB4, que contiene un total de 39.295 patrones pertenecientes a 
aislados de 122 paises que se agmpan en 1939 Spoligotipos compartidos y que permite 
determinar la familia fîlogenética a la que pertenece una determinada cepa de M. 
tubereulosis (38).
Figura 9. Imâgenes de spoligotipos de aislados clinicos de MTBC
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7.1.3. MIRU-VNTR
En 1997 Supply y cols, observaron que el genoma de M. tubereulosis poseia un 
elevado nùmero de secuencias repetitivas de DNA, de entre 40 y 100 pb, a las que 
denominaron MIRU. La secuencia de nucleôtidos de estas repeticiones es constante, pero 
las distintas cepas varian en el nùmero de repeticiones que poseen en cada locus de 
MIRU (212). Esta técnica se basa en la amplifîcaciôn mediante PCR de los distintos loci 
de MIRU utilizando parejas de primers que flanquean dichas regiones. Mediante el
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anâlisis del tamano de los fragmentos de amplifîcaciôn obtenidos, se asigna el nùmero de 
repeticiones que existe en cada uno de los loci (Figura 10). Los resultados son expresados 
en forma de un côdigo numérico que hace referencia al nùmero de repeticiones existente 
en cada uno de los loci analizados.
Figura 10. Esquema metodolôgico de la técnica MIRU-VNTR
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De los 41 loci de MIRU identificados, inicialmente se seleccionaron 12 para el 
genotipado de de M. tubereulosis, denominândose a este conjunto de loci MIRU-12 
(211). Sin embargo, se observô que el poder de discriminaciôn de MIRU-12 era inferior 
al de IS6110, excepto en aquellos aislados con un nùmero reducido de copias de IS6110 
(94, 120, 152, 187). Actualmente, un nuevo conjunto de 15 loci de MIRUs (MIRU-15), 
compuesto por 6 de los loci de MIRU-12 mâs 9 loci nuevos han sido propuestos como la 
nueva técnica de referencia para el genotipado de M. tubereulosis (210), ya que ha 
demostrado un poder de discriminaciôn semejante al de la técnica IS6110-RFLP y ha 
resultado ser una herramienta ùtil para estudios de transmisiôn de la tubereulosis (162) 
(11, 13). Junto a este conjunto de 15 loci, un juego de 24 loci ha sido propuesto como 
herramienta molecular de alta resoluciôn en estudios filogenéticos (210). Ademâs, la 
técnica MIRU-VNTR es un método râpido, sencillo, reproducible y que permite obtener 
resultados a partir de pequenas cantidades de ADN sin purificar. Recientemente se ha 
creado una base de datos intemacional denominada MIRU-VNTRplus para facilitar el 
anâlisis y la comparaciôn de resultados (14).
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7.2. APLICACIONES DE LAS TECNICAS DE GENOTIPADO DE M. tubereulosis
7.2.1. Epidemiologia molecular: Estudio de las dinàmicas de transmisiôn de M  
tubereulosis
Las técnicas de genotipado establecen como casos en “cluster” al conjunto de dos 
o mâs casos de tubereulosis cuyos aislados presentan un genotipo idéntico. En general, 
los casos en cluster son considerados miembros de una cadena de transmisiôn reciente.
Inicialmente, estas técnicas fueron aplicadas en el estudio de brotes de 
tubereulosis en determinadas regiones (54, 146, 222), permitiendo la identifîcaciôn de 
casos relacionados que no se habian sospechado inicialmente (146).
Posteriormente, el uso de estas herramientas moleculares se ha extendido al 
anâlisis de cadenas de transmisiôn y se han realizado amplios estudios de epidemiologia 
molecular en diferentes regiones del mundo (12, 49, 64, 131, 201, 232), identificândose 
un alto porcentaje de casos en cluster, que oscila del 40%, en zonas de baja incidencia de 
tubereulosis (49, 131, 201, 229), al 70% en zonas donde la incidencia es elevada (232). 
Por ultimo, gracias a las técnicas de genotipado, se han revelado fenômenos de 
transmisiôn reciente entre contactos esporâdicos fuera de los contextos hahituales de 
transmisiôn (28, 158).
Al analizar la informaciôn molecular conjuntamente con los datos 
epidemiolôgicos, se identifica un cierto grado de discrepancia y ùnicamente en un 
porcentaje reducido de los casos en cluster se logra identificar el nexo epidemiolôgico 
(21, 33, 71, 108, 118, 194). Tan sôlo en aquellos estudios en los que se ha llevado a cabo 
un anâlisis mâs refinado, ha logrado incrementarse el porcentaje de clùsteres con nexos 
epidemiolôgicos probados (23, 141, 200, 223, 240). Por ultimo, en algunas situaciones, 
determinados clùsteres corresponden a la presencia de cepas prevalentes en una 
determinada regiôn a lo largo del tiempo y no estân asociados a un fenômeno de 
transmisiôn reciente (72, 134).
7.2.2. Caracterizaciôn de recurrencias
En la infecciôn por M. tubereulosis se denomina recurrencia al desarrollo de un 
nuevo episodio de tubereulosis después de un episodio previo, el cual habia sido 
considerado clinicamente curado (144).
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Tradicionalmente se asumia que las recurrencias estaban causadas por una 
reactivaciôn endôgena de la cepa que inicialmente habia sido aislada en el primer 
episodio (206). Sin embargo, una recurrencia también puede estar causada por una nueva 
cepa (reinfecciôn exôgena). La aplicaciôn de las técnicas de genotipado al estudio de 
recurrencias en tubereulosis ha permitido identificar genotipos diferentes entre aislados 
pertenecientes a episodios sucesivos en pacientes con tubereulosis récurrente en 
determinadas circunstancias de elevado riesgo de sobreexposiciôn (59, 204, 228), 
poniéndose de manifiesto que la reinfecciôn exôgena ha de considerarse en el estudio de 
recurrencias. Este fenômeno de reinfecciôn exôgena se ha detectado, asimismo, en zonas 
con incidencia baja o moderada de tubereulosis (19, 43, 98), y tanto en pacientes VIH- 
positivos como VIH-negativos (98, 204).
7.2.3. Anâlisis de la complejidad clonal en la infecciôn por M. tubereulosis
Del mismo modo que ocurria en las recurrencias, en la valoraciôn de casos con un 
ùnico episodio de tubereulosis también se asumia homogeneidad clonal. Sin embargo, la 
aplicaciôn de estrategias de genotipado en este âmbito ha permitido detectar casos de 
infecciôn simultânea con dos cepas de M. tubereulosis (32, 59), observândose en algunas 
situaciones incluso una compartimentalizaciôn de la infecciôn, con diferentes cepas o 
variantes cionales de M. tubereulosis infectando compartimentes anatômicos diferentes 
(97, 99) o incluso distintas regiones del pulmôn (122). En ocasiones, la no consideraciôn 
de una infecciôn simultânea con dos cepas diferentes ha provocado discrepancias en las 
pruebas de sensibilidad a antimicrobianos y ha dificultado la asignaciôn précisa de 
cadenas de transmisiôn (32, 252).
Aunque estos fenômenos de complejidad clonal son aceptados hoy en dia, su 
ffecuencia y significado apenas han sido estudiados (191), debido a que inicialmente la 
detecciôn simultânea de dos cepas o variantes cionales era compleja y laboriosa, 
descansando bien en la interpretaciôn de bandas de menor intensidad en los patrones de 
RFLP (66) o bien en la obtenciôn y genotipado de colonias aisladas a partir de una 
muestra clinica (99). Sin embargo, la técnica de genotipado MIRU-VNTR ha demostrado 
ser una herramienta ùtil para detectar de manera sencilla estos fenômenos de complejidad 
clonal, observândose la presencia simultanea de dos productos de amplifîcaciôn en uno o
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varios loci, cuando dos variantes cionales o cepas de M  tubereulosis estân présentes en 
un mismo aislado clfnico (95).
La detecciôn de estos fenômenos es relevante tanto a nivel clfnico (diferentes 
cepas pueden tener diferentes perfiles de sensibilidad y/o diferentes comportamientos 
infectivos), como a nivel epidemiolôgico, ya que una reinfecciôn exôgena en un paciente 
con tubereulosis récurrente indica que ha tenido lugar un fenômeno de transmisiôn 
reciente, lo que résulta déterminante a la hora de poner en marcha el estudio 
convencional de contactos.
7.2.4. Anâlisis de la distribuciôn geogrâflca de cepas de M. tubereulosis
La introducciôn de marcadores genéticos para M. tubereulosis ha permitido 
estudiar la filogenia de esta bacteria, asi como los cambios que han tenido lugar en la 
estructura y distribuciôn de su poblaciôn, lo que ha llevado a la identifîcaciôn de grandes 
familias filogenéticas distribuidas por todo el mundo (75, 230, 238).
La base de datos actual de Spoligotipos (SpolDB4) (38) ha permitido définir la 
distribuciôn geogrâfica de las distintas familias filogenéticas, asi como identificar 
aquellas familias que son prédominantes en una determinada regiôn.
Entre los 62 linajes descritos en SpolDB4, cabe destacar siete de ellos por su 
amplia distribuciôn:
• Familia EAI: descrita por primera vez en Guinea-Bissau (119) y frecuente en el 
Sureste Asiâtico, India y Este de Africa (127). Ademâs, se caracteriza por presentar un 
nùmero reducido de copias de IS6110, existiendo un subgrupo dentro de esta familia 
que sôlo posee una ùnica copia de esta secuencia de inserciôn.
• Familia W-Beijing: descrita por primera vez en 1995 por van Soolingen et al. (230) y 
que, como se ha comentado anteriormente, es una familia prevalente en muchas zonas 
de Asia, aunque posee una amplia distribuciôn mundial.
• Familia CAS: présenté en India y endémica en Sudân, otros paises subsaharianos y 
Pakistân (38). Esta familia también posee un patrôn distintivo de RFLP. Se piensa, 
ademâs, que esta familia podria ser la antecesora de la familia W-Beijing.
• Familia Haarlem: fiie descrita por primera vez en Holanda (127) y se ha constatado 
que es prevalente en el Norte de Europa. También se ha identificado, aunque en menor 
medida, en el Caribe y es prevalente también en Affica, donde se piensa que fue
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introducida por colonizadores europeos (81). Esta familia posee un también un patron 
caracteristico de RFLP, aunque es muy diversa.
• Familia LAM: se caracteriza por la ausencia de los espaciadores 21-24 y por su gran 
diversidad, probablemente resultado de fenômenos de convergencia genética (236).
• Familia X: se ha identificado en Europa y también en Guadalupe y la Polinesia 
francesa. Los miembros de esta familia se caracterizan por un nùmero reducido de 
copias de IS6110 y la ausencia del espaciador 18 en su Spoligo-tipo (189).
Ademâs, recientemente se han empleado nuevas herramientas moleculares para 
realizar estudios de fïlogeografïa, que consisten en clasificar la estructura poblacional 
global del complejo M  tubereulosis en linajes que se corresponden con determinados 
origenes geogrâficos (linajes filogeogrâficos). Estos estudios consisten en analizar 
polimorfïsmos de secuencia larga (ESP), que son resultado de deleciones genômicas 
irréversibles, a menudo como resultado de eventos ùnicos y que resultan ùtiles para 
abordar estudios filogenéticos (37, 219). Se han propuesto 19 regiones LSP a partir de la 
cuales es posible clasificar la estructura poblacional global del complejo M tubereulosis 
en 6 linajes que se corresponden con determinados origenes geogrâficos (93).
Otra de las técnicas empleadas en estudios de filogenia es la basada en 
polimorfïsmos de secuencia ùnica o SNPs, que son muy ùtiles para estudios evolutivos, 
ya que se mantienen a través de generaciones, facilitando el trazado de organismos 
relacionados. Mediante el anâlisis de SNPs, Sreevatsan et al. (205) dividieron el 
complejo M  tubereulosis en très grupos genéticos (MGGs; Major Genetie Groups) 
caracterizados por secuencias especificas localizadas en el codon 463 del gen katG y el 
codon 95 del gen gyrA (205), aunque estudios recientes han subdividido estos très grupos 
genéticos, considerando finalmente la existencia de 7 grupos filogenéticos o SCGs {SNP 
Cluster Groups), mediante el anâlisis de 159 SNPs (82).
7.2.5. Ëvaluaciôn de los programas de control de la Tubereulosis
Las técnicas de genotipado de M. tubereulosis han puesto de manifiesto que un 
porcentaje considerable de los casos de tubereulosis son debidos a fenômenos de 
transmisiôn reciente incluso en âreas donde la incidencia de la tubereulosis es baja (156). 
El porcentaje de casos implicados en cluster se convierte en un indicador idôneo para: 1)
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identificar las poblaciones diana de intervenciôn preferente para controlar la transmisiôn,
2) monitorizar longitudinalmente la eficiencia de las medidas de control implementadas, 
que deben conducir a reducciones en este parâmetro.
En 1996 el CDC iniciô un estudio prospectivo de cinco anos que se denominô 
“Red nacional de vigilancia y genotipado de tubereulosis”, que sirviô como herramienta 
para la prevenciôn y control de la tubereulosis, asi como para analizar la diversidad de las 
cepas de M tubereulosis présentes en los Estados Unidos, incluyendo diferencias por 
regiôn y poblaciôn, asi como la prevalencia de cepas endémicas (47). Inicialmente los 
estudios de epidemiologia sugerian que la mayor parte de la transmisiôn de la 
tubereulosis en los Estados Unidos ocurria entre contactos locales, pero estudios 
posteriores pusieron de manifiesto la existencia de una transmisiôn mâs amplia 
geogrâficamente y destacaron la necesidad de una colaboraciôn entre las distintas 
jurisdicciones para mejorar el control de la tubereulosis (27, 46).
Ademâs, la identifîcaciôn de grupos de riesgo para la transmisiôn de la 
tubereulosis, ha permitido mejorar las medidas de control en determinados colectivos 
sociales y disminuir asi su tasa de incidencia. Un ejemplo es el estudio realizado por 
Kong et al. (125) en Denver, donde se demostrô el papel de las técnicas de genotipado en 
la mediciôn de la eficacia de realizar la prueba de la tuberculina entre la poblaciôn 
indigente. Estos autores observaron una disminuciôn en el porcentaje de casos en cluster 
desde un 49%, durante los siete anos anteriores al inicio del estudio, hasta un 14% al 
cabo de cuatro anos tras la implementaciôn del programa de control en esta poblaciôn. 
Asimismo, en Nueva York, la identifîcaciôn molecular de casos en cluster infectados por 
cepas de tubereulosis multirresistente permitiô monitorizar la mejora de los programas de 
de control de la tubereulosis en esta ciudad y ademâs permitiô identificar que la mayoria 
de estos casos ocurria en pacientes VIH-positivos y en trabajadores sanitarios (155).
El establecimiento de la contribuciôn relativa de la transmisiôn reciente y la 
reactivaciôn endôgena a la incidencia absoluta de la tubereulosis es importante para fijar 
las medidas de control de tubereulosis que han de establecerse en una determinada 
regiôn, ya que una predominancia de transmisiôn reciente indica que las medidas de 
control han de dirigirse a la identifîcaciôn râpida de nuevos casos de tubereulosis. Por el 
contrario, la identifîcaciôn de casos huérfanos, resultado de reactivaciones endôgenas 
puede ser ùtil para identificar regiones/poblaciones donde concentrarse en la 
identifîcaciôn de la infecciôn latente (68).
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7.2.6. Detecciôn de contaminaciones cruzadas de laboratorio
Las contaminaciones cruzadas de laboratorio ocurren por un mal procesamiento 
de las muestras, lo que provoca la formaciôn de aerosoles que contaminan muestras 
consecutivas, obteniéndose asi un cultivo falso-positivo. La no identifïcaciôn de un 
cultivo de M tuberculosis falso-positivo supone la administraciôn innecesaria de 
tratamiento, asi como el inicio de un estudio de contactes.
Las técnicas de genotipado han permitido identificar de forma sencilla estos 
fenômenos y han puesto de manifesto que tienen lugar con una ffecuencia mas elevada 
de la esperada inicialmente (25, 34, 40, 142). Una contaminaciôn cruzada de laboratorio 
debe ser sospechada cuando: 1) ùnicamente se aisla M  tuberculosis en una de las 
muestras clinicas seriadas de un paciente, 2) la carga bacteriana del cultivo es reducida,
3) la muestra de la cual se sospecha un posible falso positive se ha procesado 
conjuntamente (o en un période reducido de tiempo) con, al menos, un aislado 
perteneciente a un paciente con elevada carga bacilar y 4) se producen discrepancias 
entre les resultados microbiolôgicos y las observaciones clinicas. La sospecha de un falso 
positive se confirma mediante la detecciôn de genotipos idénticos en las muestras 
implicadas, tras comprobar la ausencia de nexos epidemiolôgicos.
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8. PATOGENESIS, VIRULENCIA E INMUNIDAD
La infecciôn por M. tuberculosis tiene lugar generalmente por via respiratoria, a 
través de microparticulas aerosolizadas. Una vez que la bacteria ha alcanzado el pulmôn, 
entra en contacte con les macrôfagos alveolares que se encuentran en este tejido. Estas 
células del sistema inmune desempenarân un papel crucial en la contenciôn de la 
infecciôn por este microorganismo, ya que tras la entrada en el hospedador, las 
micobacterias serân fagocitadas por les macrôfagos.
La fagocitosis de M  tuberculosis requiere la uniôn a diverses receptores de la 
membrana plasmâtica del macrôfago (171). El receptor mediante el cual se lleva a cabo 
esta uniôn in vivo aùn no ha side establecido con exactitud (113) y se han propuesto 
diverses receptores, como son: receptores del complemento, receptores de manosa y 
receptores “scavenger”. Une de les receptores principales en la uniôn de la micobacteria 
con el macrôfago que se ha descrito en estudios in vitro es el receptor RC3, teniendo 
también un papel clave el colesterol, ya que la uniôn entre la micobacteria y RC3 es 
dependiente de este (171).
Sin embargo, M. tuberculosis es un patôgeno intracelular que ha desarrollado 
distintas estrategias para permanecer dentro del macrôfago y evitar ser destruido por las 
células del sistema inmune del hospedador. Tanto la evoluciôn como las caracteristicas 
de la infecciôn dependerân, por tanto, de dos parâmetros: la virulencia de la cepa de M. 
tuberculosis a la hora de infectar y la eficacia de la respuesta del hospedador infectado 
(171).
8.1. FAGOCITOSIS E INHIBICION DE LA MADURACION DEL FAGOSOMA
La fagocitosis es una forma especializada de endocitosis por la cual particulas 
grandes, entre las que se incluyen los microorganismos, son intemalizadas en vesiculas 
de gran tamano denominadas fagosomas. Durante el proceso de fagocitosis el fagosoma 
se fusionarâ fînalmente con los lisosomas, formando un fagolisosoma, donde el material 
fagocitado sera degradado enzimâticamente (171).
Si el proceso normal de maduraciôn del fagosoma tiene lugar, tras la fusiôn con 
los lisosomas, la micobacteria encontrarâ un ambiente hostil caracterizado por un pH 
âcido y la presencia de intermediarios reactivos de oxigeno, enzimas lisosomales y
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péptidos tôxicos. En estudios realizados con raton, se ha comprobado que los 
intermediarios reactivos de nitrôgeno presentan una gran capacidad antimicrobiana. Sin 
embargo, su papel en humanos ha generado cierta controversia, aunque los macrôfagos 
alveolares de la mayoria de pacientes con tuberculosis presentan actividad de la enzima 
NOS (203).
Sin embargo, las micobacterias patôgenas son capaces de inhibir la fusiôn del 
fagosoma con los lisosomas y con ello su acidifîcaciôn. Uno de los mecanismos que ha 
sido propuesto para evitar esta acidifîcaciôn consiste en bloquear, en los fagosomas que 
contienen micobacterias, el aumento de ATP-asas que bombean protones al interior 
(203), Otro mecanismo adicional consiste en inhibir la maduraciôn del fagosoma para 
evitar que sea reconocido por los lisosomas, jugando la proteina TACO un papel 
relevante, ya que es retenida activamente en aquellos fagosomas que contienen 
micobacterias en su interior (Figura 11) (171). A pesar de todo, no esta claro que el 
bloqueo de la acidifîcaciôn del fagosoma sea esencial para garantizar la supervivencia de 
M. tuberculosis dentro del macrôfago (203).
Figura 11. Evasiôn de los mecanismos de defensa del macrôfago por M. tuberculosis 
(171). Las micobacterias (azul) evitan la maduraciôn de los fagosomas mediante la 
retenciôn de la proteina TACO (amarillo) en su superficie
MTB VIVAS ! MTBM UERTAS E n d osom a  tem prano
E n d osom a  tardio
TACO
ü s o s o m a
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8.2. FACTORES DE VIRULENCIA DE M. tuberculosis
La virulencia de un microorganismo se define como la capacidad que este tiene 
para evadir las defensas del organisme (137). M  tuberculosis no posee los factores de 
virulencia que han sido descritos para otros patôgenos, taies como toxinas, moléculas de 
adhesion y moléculas de invasion. Por tanto, la virulencia de las cepas clinicas se ha 
evaluado generalmente con la estimaciôn de la mortalidad producida en el modelo 
murino de tuberculosis experimental (136, 137).
Diferentes estudios han identificado diverses genes que tienen importancia en la 
patogénesis de la infecciôn por M. tuberculosis y que han sido agrupados, de acuerdo con 
la funciôn de la proteina que codifican, en las siguientes categorias (203):
• Secreciôn v envuelta celular: bajo esta categoria se agrupan genes que codifican 
proteinas que son secretadas por la bacteria o que intervienen en la sintesis de 
moléculas de la superficie celular, como por ejemplo la proteina de 19 kDa, que 
es un antigeno reconocido por las células T, o el glicolipido LAM, que constituye 
un importante inmunomodulador.
• Enzimas implicadas en el metabolismo celular: son aquellas implicadas en el 
metabolismo de âcidos grasos, ya que es la principal fiiente de carbono usada por 
la bacteria durante su crecimiento en el interior de la célula infectada.
• Reguladores de la transcripciôn: son moléculas que controlan la transcripciôn de 
otros muchos genes, como son los “sistemas de dos componentes” empleados por 
la micobacteria para responder a cambios que tienen lugar en las caracteristicas 
de su entomo a través de una cascada de senalizaciôn celular, como por ejemplo 
el sistema de dos componentes PhoP.
Determinadas moléculas han sido identificadas como factores de virulencia 
asociados a determinadas cepas de M tuberculosis, como es el caso del fenol glicolipido 
derivado de la polikétido sintasa o PGL, producido por un subgrupo de cepas 
pertenecientes a la familia W-Beijing que han sido descritas como cepas hipervirulentas 
en modelos de infecciôn murinos. Ademâs, la interrupciôn de este gen conlleva la 
pérdida del fenotipo hipervirulento (176). Sin embargo, estudios posteriores han puesto 
de manifiesto que, a pesar de su papel inmunorregulador, la producciôn de PGL por una 
cepa diferente a las de la familia W-Beijing, no incrementa su virulencia, con lo que es
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probable que, en estas cepas, sea también necesaria la acciôn sinergistica de otros 
factores de virulencia (199).
8.3. INTERACCION CON EL SISTEMA INMUNE
Generalmente, tras la infecciôn por M. tuberculosis, el 90% de los individuos 
inmunocompetentes permanecen asintomâticos y las bacterias causantes de la infecciôn 
son destruidas o permanecen viables, pero en un estado de latencia. Sin embargo, un 10% 
de los casos infectados desarrollarâ la sintomatologia clinica relacionada con una 
tuberculosis activa, lo que indica que, en estos casos, los bacilos han sido capaces de 
evadir el control generado por la respuesta inmune del hospedador y comienzan a 
replicarse en el tejido infectado
En esta respuesta desarrollada por el sistema inmune del hospedador para 
controlar la infecciôn por M. tuberculosis, estân implicados tanto mecanismos de 
inmunidad innata, como mecanismos de inmunidad adaptativa (89). La respuesta 
inmunitaria innata es llevada a cabo principalmente por los macrôfagos, que son las 
células que entran en contacte con la micobacteria en el momento inicial de la infecciôn 
y que activarân multiples mecanismos microbicidas que limitarân el crecimiento de la 
misma. Entre estos mecanismos se encuentra la producciôn de citoquinas 
proinflamatorias, como TNF-a, que limita el crecimiento de la micobacteria y es uno de 
los primeros efectores moleculares descritos como esenciales en la respuesta del 
hospedador contra M  tuberculosis (90). TNF-a es secretado por diversos tipos celulares, 
entre los que se incluyen macrôfagos, neutrôfîlos y células T (231 ) y, ademâs de reducir 
el crecimiento de la bacteria, también promueve la migraciôn de macrôfagos adicionales 
y células T al lugar de la infecciôn (87).
Las células dendriticas también juegan un papel importante en esta respuesta 
innata, ya que mediante la fagocitosis de M  tuberculosis, procesamiento y presentaciôn 
de antigenos en los ganglios linfâticos a las células T, inducirân la maduraciôn de estas 
ultimas.
La respuesta adaptativa contra M tuberculosis es principalmente una respuesta de 
tipo Thl, que se denomina asi porque es llevada a cabo por los linfocitos T colaboradores 
tipo 1 y se caracteriza por la producciôn, por parte de estas células, de IFN-y e IL-12 
(110). El IFN-y es una molécula clave en la activaciôn del macrôfago, ya que aumenta la
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capacidad microbicida de este, mientras que IL-12 actùa como molécula 
inmunomoduladora, aumentando la producciôn de IFN-y por las células T. Ademâs de su 
papel en la activaciôn del macrôfago, el IFN-y induce en estas células la autofagia, que es 
un mecanismo de autodestrucciôn que lleva en ultimo término a la fusiôn del fagosoma 
con los lisosomas y a la destrucciôn de las micobacterias (113).
El conjunto de todo s estos mecanismos conduce a la formaciôn de granulomas en 
el lugar de la infecciôn. Los granulomas son estructuras formadas por agregados de 
células inmunes, principalmente macrôfagos y células T (53). Los granulomas han sido 
considerados como estructuras beneficiosas para la contenciôn del crecimiento de las 
micobacterias (220). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que el 
reclutamiento de nuevos macrôfagos a la zona de infecciôn para la fagocitosis de las 
células infectadas supone para las micobacterias la presencia de nuevos nichos donde 
poder replicarse (63). El TNF-a se ha considerado una molécula clave en la inducciôn de 
la formaciôn de granulomas, ya que promueve la migraciôn y la agregaciôn de linfocitos 
(186), aunque estudios realizados recientemente han puesto de manifiesto que, aunque 
esta molécula mantiene la integridad del granuloma, no es necesaria para su formaciôn 
(50).
El segundo tipo de respuesta adaptativa que existe es la respuesta Th2, que es 
llevada a cabo por los linfocitos T colaboradores de tipo 2 y que se caracteriza por la 
producciôn de citoquinas antiinflamatorias, entre las que destaca la IL-10, que conduce a 
una respuesta humoral llevada a cabo por los linfocitos B (110). La IL-10 reprime la 
capacidad microbicida de los macrôfagos inhibiendo la producciôn de IFN-y por las 
células Thl (30).
Finalmente, el control de la infecciôn por M. tuberculosis dependerâ del balance 
entre las respuestas Thl y Th2. Si prédomina la respuesta tipo Thl o proinflamatoria, 
predominarâ una respuesta celular que conducirâ a la activaciôn de los macrôfagos, con 
la consiguiente destrucciôn de la micobacteria, mientras que si el balance se inclina hacia 
una respuesta tipo Th2 o antiinflamatoria, predominarâ una respuesta humoral que 
conducirâ a la desactivaciôn de los macrôfagos y no se contendrâ el crecimiento de la 
micobacteria.
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8.4. MEDIDA DE LA VIRULENCIA DE M  tuberculosis
Tradicionalmente, la virulencia de M. tuberculosis se ha medido segùn la 
capacidad que tiene una cepa para replicarse en determinados ôrganos en modelos de 
infecciôn establecida en ratôn y cobaya. Estos estudios son costosos y requieren periodos 
prolongados de tiempo para su anâlisis. Ademâs, existen diferencias entre las distintas 
especies animales en cuanto al transcurso de la infecciôn y los mecanismos de protecciôn 
désarroilados por cada organismo para contenerla, lo que limita la aplicabilidad de estos 
modelos animales a la hora de establecer una relaciôn con la infecciôn en humanos (56, 
76, 86, 88, 184)
Estas limitaciones han inducido la bùsqueda de modelos celulares de infecciôn 
altemativos, mâs sencillos de manejar y que proporcionan resultados mâs râpidamente 
(217). En este sentido, los modelos de infecciôn que utilizan macrôfagos humanos, tanto 
en cultivo primario, como Ifneas celulares de monocitos transformados, como la linea 
celular THP-1, han demostrado ser utiles para analizar los primeros estadios de la 
infecciôn y han sido utilizados para medir las tasas de replicaciôn intracelular de los 
aislados de M. tuberculosis, y para estimar, por tanto, la virulencia de las cepas (130, 
136,216, 254).
Gracias a la existencia de los modelos de infecciôn se ha podido establecer una 
relaciôn entre la virulencia observada en determinadas cepas y su capacidad de 
replicaciôn, tanto en modelos animales como celulares. Un ejemplo es el caso de la cepa 
HN878 (también conocida como cepa 210), perteneciente a la familia W-Beijing y 
causante de diversos brotes que tuvieron lugar en Estados Unidos durante los anos 90. 
Esta cepa ha demostrado un fenotipo hipervirulento, debido a que la supervivencia de los 
ratones infectados con esta cepa es mucho menor en comparaciôn con los ratones 
infectados con otras cepas, incluida la cepa de referenda H37Rv (136). Ademâs, se ha 
comprobado también que esta cepa se replica mâs râpidamente en un modelo celular de 
macrôfagos humanos (254). Asimismo, estos modelos de infecciôn también han puesto 
de manifiesto que la cepa CDC1551, que en un principio se creia que era una cepa 
especialmente virulenta, debido a que provocô un brote con altas tasas de seroconversiôn 
en la prueba de la tuberculina, en realidad no posee una capacidad de replicaciôn 
intracelular mâs elevada (136).
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Las diferentes cepas de M. tuberculosis han desarrollado diferentes mecanismos 
de control de la respuesta inmune. En este sentido, diferentes estudios que han analizado 
la virulencia de determinadas cepas de M  tuberculosis han puesto de manifiesto que son 
capaces de contener la producciôn de TNF-a, inhibiéndose asi la activaciôn de los 
linfocitos T, o de adelantar la producciôn de IL-10 para inhibir la producciôn de IFN-y y 
con ello la activaciôn de los macrôfagos. La capacidad de control de la respuesta inmune 
observada en estas cepas se ha correlacionado, ademâs, con una mayor tasa de 
replicaciôn en modelos de infecciôn animales y celulares y también con una mayor 
capacidad de diseminaciôn en la comunidad (136, 214).
8.5. INFECCION LATENTE
Incluso después de un control eficiente de la infecciôn por el sistema inmune del 
hospedador, algunos bacilos permanecen en un estado no replicativo durante el resto de 
la vida del individuo. Este estado se denomina estado de latencia o infecciôn tuberculosa 
latente, es clinicamente asintomâtico y la mayoria de los casos de tuberculosis activa 
surgen como resultado de una reactivaciôn de los bacilos latentes (168).
Los factores que desencadenan este estado de latencia son la baja concentraciôn 
de oxigeno y de nutrientes présente en los granulomas generados como consecuencia del 
control de la infecciôn primaria, asi como la producciôn local de TNF-a y NO (91, 168, 
234).
Ademâs, estudios recientes han sugerido que otros tejidos, como el tejido adiposo, 
pueden constituir un reservorio donde los bacilos pueden persistir largos periodos de 
tiempo en estado de latencia, evitando ser reconocidos por las células del sistema inmune 
y ser destruidos por los fârmacos antituberculosos, que no podrian penetrar en este tejido 
(161).
Actualmente, se ha sugerido una nueva hipôtesis altemativa al modelo tradicional 
de latencia en la infecciôn por tuberculosis. Esta hipôtesis asume que el estado de 
latencia es, en realidad, un estado dinâmico en el que tienen lugar sucesivas reinfecciones 
endôgenas mediante las cuales, tras el constante reciclaje que tiene lugar en el 
hospedador de las células que ya han sido infectadas, el bacilo infectaria nuevas células 
del sistema inmune donde volveria a entrar nuevamente en un estado de latencia. Este 
modelo explicaria la eficacia del tratamiento con isoniazida, ya que este fârmaco sôlo
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élimina eficientemente aquellos bacilos que se encuentran en estado de replicaciôn activa 
y no actuaria sobre aquellos que se encuentran en estado latente (45).
8.6 ANÂLISIS DE LA EXPRESION GENICA DURANTE LA INFECCION POR 
M, tuberculosis
Uno de los mayores hitos en cuanto al conocimiento sobre M  tuberculosis 
durante la ultima década fue la descripciôn del genoma complete de la cepa de referenda 
de laboratorio H37Rv (51). El genoma de M  tuberculosis H37Rv contiene 4.411.529 pb 
y un contenido en G+C elevado (65.5%) y uniforme a lo largo de todo el genoma, 
excepte en un grupo de genes donde este contenido alcanza el 80% y compone una 
familia de genes exclusives de las micobacterias que pertenecen a la familia de protinas 
PE o PFE (51). Las proteinas PE y PPE constituyen el 10% del genoma de M  
tuberculosis y se cree que tienen un papel importante en la supervivencia y replicaciôn de 
la micobacteria (139).
El conocimiento del genoma complete junto con el desarrollo de la tecnologia de 
microarrays ha permitido realizar estudios de genômica comparativa y genômica 
funcional con el fin de identificar factores asociados con la patogénesis de M. 
tuberculosis, tales como factores de virulencia y genes implicados en la persistencia del 
patôgeno en las células del hospedador. La tecnologia de microarrays proporciona una 
herramienta idônea para analizar cuales son las causas que determinan el diferente 
comportamiento observado entre distintas cepas de M tuberculosis, ya que permiten un 
anâlisis global del genoma. En este sentido, el anâlisis con microarrays ha permitido 
documentar la presencia de determinadas deleciones asociadas a cepas con una elevada 
virulencia (174), asi como anâlizar del per fil de expresiôn génica de M. tuberculosis 
durante el proceso de infecciôn y establecer cuâles son los genes esenciales para la 
supervivencia de la bacteria dentro del macrôfago (178).
8.6.1. Microarrays
Los microarrays consisten en micromatrices de diversos materiales, 
habitualmente cristal tratado con polilisina, en los que se encuentran inmovilizados, en 
una elevada densidad (aproximadamente 2000 spots/cm^), oligonucleôtidos de entre 50 y
62
Introducciôn
70 mers que representan cada gen del genoma. Los oligonucleôtidos actùan como sondas 
de hibridaciôn para medir la abundancia relativa de secuencias complementarias de 
ADN, ARNm o ADNc marcadas con fluorôforos (41) (Figura 12).
Los microarrays se utilizan principalmente para estudios de genômica comparativa y 
genômica funcional
Figura 12. Esquema metodolôgico de la técnica de microarrays 
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8.6.2. Genômica comparativa
El fundamento de la genômica comparativa es comparar el genoma completo de 
las distintas cepas de M. tuberculosis con las cepas de referenda, cuyos genomas ya han 
sido secuenciados, para identificar la presencia de deleciones diferenciales en la cepa que 
se quiere analizar. Actualmente estân publicadas las secuencias de dos genomas de M. 
tuberculosis (cepas H37Rv y CDC1551) y dos de M. bovis (cepas AF2122/97 y BCG 
Pasteur). Estas cepas han sido utilizadas para identificar las regiones de diferencia 
responsables del fenotipo avirulento de la cepa BCG, identificândose la regiôn RDI
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como la ùnica region ausente en todas las cepas BCG y présenté en las cepas patôgenas. 
Otros estudios han comparado la cepa H37Rv con su homôloga a virulenta H37Ra, 
encontrândose también regiones delecionadas en esta ultima y que podrian ser 
responsables de su fenotipo atenuado (166).
Este tipo de estudios también han permitido identificar la presencia de 
polimorfismos con significado fenotipico y han sido aplicados para la caracterizaciôn de 
cepas implicadas en brotes (174), permitiendo la identifïcaciôn de determinadas 
secuencias présentés en la cepa de referenda pero ausentes en diferentes aislados 
clinicos. La existencia de deleciones espedficas se ha asociado a determinadas cepas 
hipervirulentas de la familia Beijing (218). Desafortunadamente, la técnica de 
microarrays no permite detectar genes présentes en las cepas clinicas pero ausentes en la 
cepa de referenda (166).
8.6.3. Genômica funcional
A diferencia de la genômica comparativa, la genômica funcional utiliza el perfil 
de expresiôn de ARNm para identificar el transcriptoma de una célula en una condiciôn 
espedfica o en un momento determinado.
Los microarrays han sido utilizados para monitorizar el perfil de expresiôn de M  
tuberculosis en una gran variedad de condiciones ambientales, taies como hipoxia (167, 
195), choque térmico (207), falta de carbono (24), estrés addico (83), etc. Estos estudios 
han permitido identificar respuestas a determinadas condiciones relacionadas con el 
entomo que encuentra M. tuberculosis durante el proceso de infecciôn y han revelado el 
estado metabôlico en el que se encuentra la bacteria en una determinada condiciôn.
Existen diversos estudios que han analizado el perfil de expresiôn de M. 
tuberculosis dentro de la célula hospedadora, asi como el perfil de expresiôn de esta 
ultima en respuesta a la infecciôn. Estos estudios coinciden en que los cambios que 
tienen lugar en el perfil de expresiôn génica de la micobacteria dentro del macrôfago 
estân implicados en: 1) cambio de respiraciôn aerobia a respiraciôn anaerobia, 2) 
metabolismo de âcidos grasos y 3) remodelaciôn de la envuelta celular (92, 188, 213). 
Ademâs, la combinaciôn de los microarrays y la técnica de mutagénesis por inserciôn de 
transposones ha permitido identificar genes que son esenciales para la supervivencia de 
la bacteria dentro del macrôfago, como son: genes para la p-oxidaciôn de âcidos grasos.
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componentes del sistema de secreciôn de ESAT-6, que es un importante antigeno 
estimulador de células T y transportadores de disacâridos y fosfato inorgânico. Estos 
resultados sugieren que la supervivencia intracelular de M. tuberculosis requiere un 
intercambio quimico entre la bacteria y la célula hospedadora (178).
Sin embargo, el anâlisis de la expresiôn génica de M  tuberculosis dentro del 
macrôfago tiene como gran limitaciôn la escasa cantidad de ARNm de la micobacteria 
que es posible obtener. La integridad y la cantidad del ARN son factores que afectan al 
anâlisis de los microarrays, siendo un factor crftico que ha de ser tenido en cuenta en el 
diseno del experimento (41). Por esta razôn, la mayoria de los estudios se han centrado 
en analizar el perfil de expresiôn de la célula hospedadora en respuesta a la infecciôn por 
M  tuberculosis, encontrândose que, entre los genes que ven modificada su expresiôn en 
el macrôfago en respuesta a la infecciôn, se encuentran principalmente genes que 
codifican citoquinas, quimiocinas, moléculas de senalizaciôn, proteinas de adhesiôn y 
estrés oxidativo (79, 173, 213). Algunos autores han establecido un perfil de expresiôn 
comùn del macrôfago en respuesta a la infecciôn por diferentes patôgenos en el que 
también se encuentran genes implicados en las funciones anteriormente citadas (159). 
Este ultimo estudio ha permitido establecer las bases de la respuesta innata desarrollada 
por el macrôfago trente a la bacteria, aunque también se han puesto de manifiesto 
mecanismos de respuesta especificos trente a cada patôgeno.
Junto al papel crucial que juega el macrôfago en la infecciôn por M  tuberculosis, 
las células dendriticas poseen también una gran importancia en su papel como células 
activadoras de los linfocitos T. Por esta razôn, el perfil de expresiôn de estas células tras 
la fagocitosis de las micobacterias también ha sido analizado, demostrândose que estas 
células comparten la expresiôn de determinados genes con los macrôfagos, pero que a su 
vez muestran un perfil de expresiôn caracteristico para cada patôgeno (58). Entre los 
genes diferencialmente expresados por macrôfagos y células dendriticas en respuesta a la 
infecciôn por M  tuberculosis se encuentran genes implicados en estrés oxidativo, 
acidifîcaciôn de vesiculas intracelulares y trâfico de moléculas (213). Ademâs, M. 
tuberculosis también posee un perfil de expresiôn especifico para cada tipo celular y el 
anâlisis de los genes diferencialmente expresados por la bacteria en cada una de estas 
células ha desvelado que en el interior de las células dendriticas estâ sometida a un estrés 
mucho mayor debido a la capacidad de estas células de impedir el crecimiento de los
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patôgenos en su interior. Por el contrario, el transcriptoma de la micobacteria dentro del 
macrôfago refleja la capacidad de replicaciôn de la bacteria dentro de estas células (213).
Junto a la tecnologia de microarrays, nuevas técnicas de mutagénesis basadas en 
la utilizaciôn de transposones han permitido confirmar el significado fenotipico de 
aquellos genes diferencialmente expresados por la micobacteria identificados durante el 
anâlisis transcriptômico. Gracias a estas técnicas de mutagénesis se han generado 
mutantes en los genes identificados por el anâlisis genômico y se ha evaluado la pérdida 
de su fenotipo en modelos de infecciôn (178).
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LINEAS GENERALES DE TRABAJO
Las técnicas de genotipado han permitido ampliar el conocimiento que se ténia de 
la infecciôn por M. tuberculosis, tanto en el contexte epidemiolôgico como en el clinico, 
desvelando aspectos interesantes relacionados con las dinâmicas de transmisiôn, asi 
como la existencia de una complejidad clonal mayor de la que inicialmente se asumia en 
cuanto a la infecciôn por este patôgeno. Asimismo, la aplicaciôn de estas herramientas 
moleculares también ha permitido analizar los factores de riesgo asociados a la 
transmisiôn de M  tuberculosis en determinados contextos epidemiolôgicos e identificar 
determinadas cepas de M  tuberculosis con un interés especial, debido a su amplia 
distribuciôn en la comunidad, a su elevada virulencia o a su implicaciôn en infecciones 
policlonales.
Sin embargo, a pesar de la creciente implementaciôn de estas técnicas de 
genotipado en los laboratorios de micobacteriologia y de su introducciôn en muchos de 
los estudios de epidemiologi'a en combinaciôn con el estudio convencional de contactos, 
aùn existen diversas limitaciones, tanto metodolôgicas como analiticas, que han de ser 
solventadas. En este sentido, los estudios de epidemiologi'a molecular requieren una 
depuraciôn refmada de los clusters para permitir una identifïcaciôn précisa de los casos 
infectados por una misma cepa que se encuentran implicados en eventos de transmisiôn 
reciente. Este anâlisis depurado de las cadenas de transmisiôn conlleva: 1) la râpida 
identifïcaciôn de falsos positives debidos a una contaminaciôn cruzada de laboratorio, 2) 
la resoluciôn de las discrepancias existentes entre la epidemiologi'a molecular y el estudio 
convencional de contactos y 3) la identifïcaciôn de aquellos fenômenos de complejidad 
clonal que pudiesen ocasionar errores en la asignaciôn de genotipos, que enmascaren 
determinados eslabones de una cadena de transmisiôn reciente.
La nueva herramienta de genotipado MIRU-VNTR ha demostrado ser una 
altemativa a la técnica de genotipado de referencia, IS6110-RFLP, debido a su sencillez, 
rapidez y a la baja cantidad de ADN que es requerida para la obtenciôn de genotipos. 
Asimismo, posee una capacidad de discriminaciôn semejante a la técnica de referencia y 
ha demostrado ser eficaz y sensible en la identifïcaciôn de fenômenos de complejidad 
clonal. Por esta razôn, hemos decidido apoyamos en la técnica de MIRU-VNTR para 
desarrollar estrategias de refïnamiento, tanto metodolôgico como anah'tico, dirigidas a
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solventar las limitaciones que existen en los estudios de epidemiologi'a molecular 
anteriormente citadas.
Por otra parte, teniendo en cuenta el interés que encierran en si mismos los 
fenômenos de complejidad clonal y el escaso numéro de estudios que existe en tomo a 
ellos, debido principalmente a la dificultad de su detecciôn, en este trabajo hemos 
decidido desarrollar optimizaciones metodolôgicas y analiticas que faciliten su 
identifïcaciôn y que permitan dimensionarlos con mayor exactitud.
Por ultimo, la identifïcaciôn de determinadas cepas con un elevado interés clinico 
y/o epidemiolôgico durante el desarrollo de esta tesis, nos ha llevado a abordar la 
caracterizaciôn de su virulencia, asi como a tratar de identificar aquellos aspectos, de la 
bacteria o del hospedador, relevantes en la infecciôn por estas cepas. De este modo, se ha 
analizado la infectividad de una selecciôn de cepas de interés y, en aquellas en las que se 
documenté un comportamiento infectivo diferente, se ha abordado su caracterizaciôn 
genômica/transcriptômica con el fin de identificar las causas de esta infectividad 
diferencial.
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OBJETIVOS
A) Obietivos relacionados con el refïnamiento metodolôgico v analitico orientado a 
solventar las limitaciones que existen en el estudio de las cadenas de transmisiôn reciente
• OBJETIVO 1: Desarrollar estrategias moleculares para optimizar la resoluciôn 
de contaminaciones cruzadas en los laboratorios de micobacteriologia.
• OBJETIVO 2: Refïnar el anâlisis de casos de tuberculosis relacionados 
epidemiolôgicamente pero no confïrmados por el genotipado basado en la técnica 
IS6110-RFLP
B) Obietivos relacionados con el refïnamiento metodolôgico orientado a meiorar la 
detecciôn de la complejidad clonal en la infecciôn por M. tuberculosis
• OBJETIVO 3: Desarrollar sistemas de anâlisis clonal râpido de los casos de 
tuberculosis récurrente.
• OBJETIVO 4; Analizar si el cultivo de las muestras clinicas puede modificar la 
composiciôn clonal de M  tuberculosis présente en las mismas.
• OBJETIVO 5.1: Analizar la participaciôn de complejidad clonal en casos 
considerados como reinfecciones exôgenas.
C) Obietivos relacionados con la caracterizaciôn de determinadas cepas con interés 
clinico v/o epidemiolôgico
• OBJETIVO 5.2: Caracterizar la infectividad de cepas de M. tuberculosis aisladas 
de pacientes con reinfecciones.
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• OBJETIVO 6: Caracterizar desde un punto de vista molecular, epidemiolôgico e 
infectivo una cepa de M tuberculosis prevalente en Madrid.
• OBJETIVO 7: Caracterizar mediante estrategias de genômica y transcriptômica 
dos variantes clonales de M  tuberculosis con diferente comportamiento infectivo.
• OBJETIVO 8: Analizar la virulencia de una selecciôn de cepas Beijing y 
caracterizar la expresiôn génica celular tras la infecciôn.
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OBJETIVO 1:
Desarrollar estrategias moleculares para optimizar la resolucion 
de contaminaciones cruzadas en los laboratories de 
micobacteriologia.
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Resolucion molecular optimizada de las alertas de 
contaminaciôn cruzada en los laboratorios de 
micobacteriologia clinica.
Publicado en BMC Microbiology, Febrero 2008
RESUMEN
La existencia de falsos-positivos debidos a las contaminaciones cruzadas que 
pucden tcncr lugar durante el cultivo de M. tuberculosis en el laboratorio es un fenômeno 
conocido y con un évidente impacto elinico, terapéutieo y social. La confîrmaeiôn final 
de un evento de contaminaciôn cruzada requière la identificaciôn molecular de la misma 
cepa de M. tuberculosis cultivada tanto en la fuente potencial de contaminaciôn, como en 
cl candidato a constituir un falso-positivo. La herramienta molecular utilizada 
generalmente para resolver estos casos es la téenica IS6110-RPLP, que requière largos 
periodos hasta la obtenciôn de los resultados, generalmente mas prolongados que el 
tiempo demandado por los microbiôlogos y los clinicos para clarificar una sospecha de 
falso positive. El objetivo de este estudio es evaluar la nueva téenica de genotipado 
MIRU-VNTR como altemativa para proporcionar una resolucion râpida de los casos de 
contaminaciôn cruzada de laboratorio.
IS6110-RFLP y MIRU-VNTR fueron comparadas prospectivamente en la 
resoluciôn de 19 alertas de contaminaciôn cruzada de laboratorio. MIRU-VNTR mostrô 
una elevada correlaciôn con la téenica IS6110-RFLP, redujo el tiempo de respuesta en 27 
dias y permitiô clarificar 6 alertas que IS6110-RFLP no pudo resolver. Adicionalmente, 
MIRU-VNTR revelô situaciones complejas, taies como un caso de contaminaciôn 
cruzada originadospor dos fuentes independientes.
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Abstract__________________________________________________________
Background: The phenomenon of misdiagnosing tuberculosis (TB) by laboratory cross- 
contamination when culturing Mycobacterium tuberculosis (MTB) has been widely reported and it has 
an obvious clinical, therapeutic and social impact. The final confirmation of a cross-contamination 
event requires the molecular identification of the same MTB strain cultured from both the potential 
source o f the contamination and from the false-positive candidate. The molecular tool usually 
applied in this context is 1S6110-RFLP which takes a long time to provide an answer, usually longer 
than is acceptable for microbiologists and clinicians to make decisions. Our purpose in this study 
is to evaluate a novel PCR-based method, MIRU-VNTR as an alternative to assure a rapid and 
optimized analysis of cross-contamination alerts.
Results: MIRU-VNTR was prospectively compared with 1S6110-RFLP for clarifying 19 alerts of 
false positivity from other laboratories. MIRU-VNTR highly correlated with 1S6110-RFLP, reduced 
the response time by 27 days and clarified six alerts unresolved by RFLP. Additionally, MIRU-VNTR 
revealed complex situations such as contamination events involving polyclonal isolates and a false- 
positive case due to  the simultaneous cross-contamination from tw o independent sources.
Conclusion: Unlike standard RFLP-based genotyping, MIRU-VNTR i) could help reduce the 
impact of a false positive diagnosis of TB, ii) increased the number of events that could be solved 
and iii) revealed the complexity of som e cross-contamination events that could not be dissected by 
1S6110-RFLP.
Background has b e en  reporled  lo  occur in 0.1 - 3 %  o f  cases 11 -5]. ll has
1 he false d iagnos is  o f  lube icu los is  (TR) d u e  to labora to ry  an o b v io u s  ep idem io log ica l,  clinical a n d  iherapeu lica l
c ro ss -c o n ta m in a t io n  is a w e l l-k n o w n  p h e n o m e n o n  an d  impact  -each m isd iagnosis  o f  tubercu los is  d u e  to labora-
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lo iy  c ro ss -c o n ia m in a t io n  has been  es t im a ted  to cost o n  
average 10 ,872  do lla rs  |6 | .  We recently  p resen ted  da ta  
ind ica t in g  th a t  laboratory ' c ro s s -c o n ta m in a t io n  events  a ie  
m o re  f r e q u e n t  th an  expected | 7 |  a n d  that  these  alerts  
require  a faster clarif ication. I alse positivity  d u e  to labora -  
to iy  c ro ss -c o n ta m in a t io n  is suspec ted  w h e n  i) M ycobacte­
rium tuberculosis (M i  ll) is cu l tu red  f rom  o n ly  o n e  o f  th e  
serial sp e c im en s  o f  a pa tient,  ii) the  bacteria l  yield  in the  
cu ltu re  is low  a n d  iii ) the  suspec ted  sa m p le  has  b e e n  p r o c ­
essed to g e th e r  (or  in a short  p e r io d  of t im e  ap a r t )  w i th  at 
least o n e  o th e r  f rom  a p a tien t  w ith  a h igh  bacteria l  load . 
I he  final c o n f i rm a t io n  o f  false positivity  requ ires  the  
a p p l ic a t io n  o f  m olecu la r  to o ls  to  p rove  tha t  th e  MTB Iso­
lates f ro m  the  co-processed sp e c im en s  share  identica l  g e n ­
o typic  p a t te rn s  (after h av in g  ruled o u t  e p id em io lo g ica l  
links b e tw ee n  the  cases involved) .  U nfo r tunate ly ,  the  ref­
erence  M I B g e n o ty p in g  m e th o d ,  IS6110-R11.P, requires  
w e l l-g row n cu ltu res  and  takes a long  t im e  to p ro v id e  a n  
answer,  u sua l ly  lo n g er  th an  is accep tab le  for m ic r o b io l ­
ogists a n d  c lin ic ians to m ak e  decisions.
A rapid PCR-based MTB g e n o ty p in g  tool,  .MIRU-VNTR 
( M ycobac te rial-i n terspersed -repetit  ive- un  i ts-Va ria ble- 
lu im b e r - ta n d em -rep e a ts )  |8 | ,  has recently been  d ev e lo p ed  
a n d  has p ro v ed  useful in different  e p id em io lo g ica l  s tu d ies  
|9 ,1 0 | .  It c o u ld  a l low  qu icker  re so lu t io n  o f  c ro s s -c o n ta m ­
in a t io n  alerts a l th o u g h  stud ies  eva lua t ing  the  efficiency o f  
MIRU-VNTR in th is  context  in a p rospec t ive  des ign  are 
lacking, a n d  o n ly  a tew iso la ted  exam ples  o f  its p o ten t ia l  
in iden tify ing  false-positive cases have been  reported  11 1 1. 
O u r  p u rp o se  in this  s tudy  is to evaluate  MIRLI-VN IR as a n  
a lte rna t ive  to assure  a rapid analysis o f  c ro s s -c o n ta m in a ­
t io n  alerts in reference laboratories .
Results and Discussion
W e prospectively  evaluated  w h e th e r  MIRU-VNTR c o u ld  
be  an  a lte rna t ive  to RILP for th e  fast re so lu t io n  o f  I a b o  ra ­
t e  ly c ro ss -c o n ta m in a t io n  alerts in reference g e n o ty p in g  
centres. Therefore,  w e  ap p lied  b o th  IS6110-R1LP a n d  
M IRU -\  NTR in a p i lo t  s tu d y  to analyze  all the  alerts 
received from  labora tor ies  in ,Almeria, Spain. W e c o m ­
p a red  the  response  t im e a n d  the  co rre la t ion  b e tw ee n  the  
d iag n o s is  o f  e ither  true  posi tivity  or  lab o ra to iy  c ro ss -co n ­
t a m in a t io n  us ing  b o th  techn iques .  I he  resp o n se  t im e  w as 
m ea su re d  from  the m o m e n t  th e  cu ltu re  was received un t i l  
Ml RUtype for all the  12 loci assayed, o r  an RITPtype w ere  
o b ta in e d .  W e dec ided  to accept o n ly  th o se  results  
o b t a in e d  w i th in  a reaso n ab le  t im e  f ram e  (b e lo w  9 0  days),  
becau se  longer  t im es  were  n o t  c ons idered  useful for 
resolv ing the  alerts.
Between N o v e m b e r  2005 a n d  I eb ru a iy  2007 ,  19 c ross ­
c o n ta m in a t io n  alerts  were received in o u r  labo ra to iy .  If 
th e  po ten t ia l  sources (can d id a te s  o f  t rue-posit ive  cases) 
a n d  receptors (cand ida tes  o f  false-positive cases) in c o n ­
ta m in a t io n  events  are  tak en  together,  a total o f  4 8  cu ltu res  
w ere  invo lved  (f ig u res  1 &2). In all cases M IR U -VNIR  
resolved th e  alert b e fo re  RI TP, The resp o n se  t im e  range 
for MIRU-VN I R from  the recep tion  o f  the  s a m p le  w as  3 -  
2 8  days  (m ed ian :  13 days) w h e rea s  R f f P  required  2 4 - 7 7  
days ( m e d ia n  45  days) ( f ig u re  1). This m ea n s  tha t  MIRU- 
VNI R reduced  the s t a n d a rd  response  t im e  by 1 6 - 6 0  days 
(m ed ian :  27 days), w h ich  c ou ld  easily have  been  
increased if pr io r ity  h a d  b e en  g iven to  p e r fo rm in g  MIRLl- 
VN'fR analysis. Instead ,  we  preferred to  p e r fo rm  th is  eval­
u a t io n  in  th e  real s i tu a t io n  o f  a g e n o ty p in g  lab o ra to iy  
w ith  m a n y  o t h e r  rou t ines .  Ih e  resp o n se  t im e  for MIRU- 
VN'fR w as longer  t h a n  c ou ld  be expected because  t h e  pr i­
m ary  cu ltu re  h a d  to b e  sent  to a n o th e r  reference lab o ra ­
tory to  p e rfo rm  susceptib i l i ty  assays, a n d  th is  m e a n t  the  
recep tion  in m an y  cases o f  fresh subcu l tu res  th a t  requ ired  
p re in c u b a t io n  before  analysis.  I h e  ap p l ica t io n  o f  capil- 
laiy e lec trophores is  to analyze  MlRLl-VN'fR p ro d u c ts  |8 |  
had  a lso reduced the  re sp o n se  t ime. W ith  regard to the  
co rre la t ion  in the  answers,  R f f P  de tected  false-positivity 
in e igh t  o f  th e  th ir teen  events in w h ich  it was ab le  to  p r o ­
v ide  a response ,  in d ica t in g  tha t  the  c ro ss -c o n ta m in a t io n  
a lerts  were  justif ied.  MIRU-VNTR, even h av in g  a p p l ie d  the  
12-loci set w h ich  is less d isc r im in a to iy  th an  the  15 o r  24- 
loci sets 112,13], corre la ted  in all cases except in o n e  alert 
(alert  4)  considered  as true posi t iv i ty  by R f f P  w hereas  
M IRU -VNIR fo u n d  identical gen o ty p es  for the  involved 
cases. To  tiy to clarify th is  d isc repan ty ,  .MIRU-VNTR with  
the w h o le  set o f  24 loci was app lied  and ,  again, the  
involved cases shared  identical  MIRUtypes. ,A de ta i led  
analysis  o f  the  RfI.P types in d ica ted  tha t  m o s t  o f  the  b a n d s  
in a lert  4 were  sha red  a n d  tha t  d ifferences co u ld  result 
f rom  the  a cqu is i t ion  o f  a n  ad d i t io n a l  Pui/ll site re sp o n s i­
b le  for the  d iges t ion  o f  a lo n g  b a n d  in to  tw o  sm a lle r  
b a n d s  ( f ig u re  1 ). O n e  poss ib le  ex p la n a t io n  for this  p o t e n ­
tial d isc repancy  w o u ld  be tha t  the  po ten t ia l  sou rce  case 
was infected by two IS 6 1 10 R f f P  var ian ts  a n d  o n ly  o n e  
was invo lved  in the  c ro s s -c o n ta m in a t io n  event. C o n s is t ­
en t  w i th  th is  hypo thes is ,  an  in d e p e n d e n t  sp e c im en  from 
the source  case was ge n o  typed a n d  the  s a m e  186110 p r o ­
file as the  o n e  d isp layed  in the c o n ta m in a t io n  even t  was 
ob se iv ed  (d a ta  n o t  sh o w n ) .
.As in d ica ted  above, R f f P  c o u ld  n o t  offer an  a n sw e r  in six 
alerts, e i the r  because  s o m e  o f  th e  cultures  (in three  alerts) 
d id  n o t  lead  to the  bacterial  yield  requ ired  for R f f P  o r  
b ecau se  the  90 -day  l im it  was exceeded. In all th e  cases that 
re m a in e d  u n so lved  by R ffP ,  M IRU-VNIR p ro v id ed  a 
result  and ,  in tw o  o f  th em ,  it iden tif ied  a c ro ss -c o n ta m in a ­
t ion  th a t  w o u ld  have g o n e  u n d e tec ted  if o n ly  R f f P  analy ­
sis h a d  been  available,  f a c h  o n e  o f  th ese  two cross­
c o n ta m in a t io n  events revealed o n ly  by  MIRLI-VNIR 
sh o w e d  in te res t ing  features ( f ig u re  2). T he  first o n e  (alert 
15) invo lved  a p o lyclonal  isolate, w ith  tw o  variants  in o n e  
loci, s im ila r  to  o thers  p rev ious ly  reported  |1 4 | .  Hie sec­
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V N T R -M IR U  .ANALYSIS RFLP A N A L Y SIS
.ALERT MIRL'-t>po TIME RESULT RFLP-t\'fv TIME RESULT TIME DIFFERENCES
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Figure I
The num bers for each alert w ere  assigned chronologically. For each alert the potential sou rce/s (PS) and the cross-contam ina­
tion alerts (CCA) are indicated. The MIRUtypes and RFLPtypes and the time (days) for the obtention of results, the result 
(TP:True positivity, FP: False positivity) after analyzing the MIRU-VNTR and RFLP fingerprints, and the differences betw een  the 
tim e for solving the alerts by MIRU-VNTR and RFLP are shown. The asterisks in alert 4  indicate the differential bands betw een  
the RFLP patterns. Tlie MIRU-VNTR alleles which are different for the isolates from  an alert are highlighted in bold.
o n d  (a le r l  19) w as  a c o m p l e x s i i u a t i o n  in w h i c h  tw o  cioss-  
c o n i a m i n a l i o n  ev en  is o c c u r re d  s i m u l t a n e o u s ly .  Lach o f  
tw o  d i f f e re n t  so u rces  ( PS l  a n d  PS2) c o n t a m i n a t e d  a sp e c ­
i m e n  f r o m  tw o  i n d e p e n d e n t  p a t i e n t s  (C C A l  a n d  C C A 2 )  
a n d  b o t h  (PS l  a n d  PS2) w e re  a lso  in v o lv e d  in th e  s i m u l ­
t a n e o u s  c o n t a m i n a t i o n  o f  a n  a d d i t i o n a l  s p e c im e n  from  
a n o t h e r  case  (C C A 3).  This d o u b l e  c o n t a m i n a t e d  case 
(C C A 3 )  c o u ld  b e  d e te c te d  b y  M lR l l-V N  I’R b e c a u se  its p a t ­
t e rn  w a s  th e  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  M IR U ty p e s  o f  th e  so u rces  
(P S l  a n d  PS2), w i th  tw o  d i f fe re n t  a lle les  in th ree  o f  th e  
loci (I'igLire 2). In th is  a lert ,  th e  9 0 - d a y  l im it  w as  exceed ed  
by  RH P a n d  th e  p ro f i le s  a re  n o t  s h o w n ;  h o w e v e r ,  th e  
c o m p l e x  p a t t e rn s  o f  th e  iso la te s  in v o lv e d  ( 14 b a n d s  a n d  S 
b a n d s )  led to  a 2 2 - b a n d  p a t t e rn  in th e  d o u b l e - c o n t a m i ­
n a te d  fa lse -p o s i t iv e  case  th a t  p re v e n te d  i d e n t i f ic a t i o n  o f  
fa lse -p o s i t iv i ty  by  Rl l.P b u t  n o t  b y  MIRU-VNTR.
Conclusion
O u r  d a t a  m e a n  th a t  .MIRU-VN I R is m o r e  a d e q u a t e  t h a n  
Rl l.P f o r  a n a lv z in g  c r o s s - c o n ta m in a t io n  alerts .  It w as
fas ter  t h a n  Rl l.P, th e  c o r re l a t i o n  w i th  Rl l.P d ia g n o s i s  w a s  
h ig h  a n d  it s u c c e d e d  in  re so lv in g  a le r ts  e v e n  u n d e r  c ir­
c u m s ta n c e s  t h a t  w e re  n o t  a p p r o p r i a t e  for th e  Rl l.P a n a ly ­
sis r e q u i r e m e n t s .  ,A p e r m a n e n t l y  s u s p ic io u s  a t t i t u d e  o n  
th e  p a r t  o f  th e  c l in ica l  m y c o b a c te r io lo g i s t  to g e th e r  w i th  
access t o  a fast r e s o l u t i o n  o f  c r o s s - c o n ta m in a t io n  a le r ts  
c o u ld  e n a b le  m o r e  ra p id  m a n a g e m e n t  o f  su s p e c te d  false- 
p o s i t iv e  cases, b e c a u s e  c u l tu re - r e su l t s  w o u l d  o n ly  n e e d  to  
b e  re ta in e d  for a  s h o r t  t im e  b e fo re  c la r if ic a t ion .  U n l ik e  
s t a n d a r d  R! l .P -b ased  g e n o ty p in g .  M lR U -V N  I R c o u l d  h e lp  
re d u c e  t h e  i m p a c t  o f  a  false p o s i t iv e  d i a g n o s i s  o f  I B.
Methods
Samples
C lin ica l  s p e c im e n s  w e re  p ro c e s s e d  a c c o r d in g  to  s t a n d a r d  
m e t h o d s  a n d  g r o w n  in L o w e n s t e in - le n s e n  s l a n ts  a n d  in 
M C I 1 (B ec to n  D ic k in s o n ,  Sparks.  M d )  l iq u id  m e d ia .
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Analysis of the cross-contamination alerts bv MIRU-VNTR and RFLP
VNTR-MIRU ANALYSIS
ALERT MIRU-type RESULT
14 CCA:333315153222 
PS: 22__2_153324
TP
15 CCA: 224226163 §21 
PS: 22422616 3 | 21
FP
16
CCA: 225313153321 
P S l; 2 2 _ 2 5 1 63324 
PS2: 224326133324
TP
17
CCA:223_25153322 
P Sl:2434_42532_2  
PS2:22635_1533_3  
PS3: 224226163§21
TP
18 CCA:225326133324 
PS: 224213153323
TP
19
PS1: 225325153323 
CCAl :225325153323 
CCA3; 2 2 § § 2 f l |3 3 2 j  
CCA2:223226143321 
PS2; 223226143321
FP
Figure 2
Analysis by MIRU-VNTR of the cross-contamination alerts 
that could not be solved by RFLP. The numbers for each alert 
w ere assigned chronologically. For each alert the potential 
source/s (PS) and the cross-contamination alerts (CCA) are 
indicated. The MIRUtypes and the results (TP:True positivity, 
FP: False positivity) after analyzing the MIRU-VNTR finger­
prints are shown. The MIRU-VNTR alleles which are different 
for the isolates from an alert are highlighted in bold. The loci 
which appear underscored mean that no amplification prod­
uct was obtained. The loci with tw o values indicate that tw o  
alleles w ere simultaneously detected for that locus.
M olecular analysis
l o r  1S6110-R1LP we fo l low ed  ihe  s t a n d a r d  p ro c e d u re s  
115), a n d  for MIRU-VNTR w e  a p p l ie d  th e  12-loci  se t  |S | ,  
tiA'ing to  app ly  t h e  s im ple s t  a n d  fastest MIRU f o rm a l  a n d  
a lso  a t t e m p t in g  to  o b ta in  a result b y  d irectly  a m p l i fy in g  a 
c ru d e  extract  o f  t h e  cu ltu re  (a fte r  b o i l in g  a n d  s o n ic a t in g  
for ten  a n d  five m in u te s ,  respectively).  MIRU-VNTR p r o d ­
ucts w e ie  sep a ra ted  by  e lec tro p h o re s is  at 45  V for 17 h 3 0  
m in ,  using  .MSS 2 %  agarose  gels (P ro n a d isa ,  M ad r id ,  
Spain) .  1 rag m en t  sizes w e re  ca lcu la ted  w ith  t h e  C h e m i -  
Doc system (BioRad,  CA, USA) a n d  th e  Diversity  d a ta b a s e  
(B ioRad) ,  using  a 1 0 0 -b p  lad d e r  (Inv i irogen ,  CA, IIS.A) as 
a  m o le c u la r  w e ig h t  m arker .  T h e  n u m b e r  o f  repea ts  in  each
locus  w as  ca lcu la ted  b y  a p p h  ing th e  c o r r e s p o n d in g  c o n ­
ve rs ion  tab le s  (P. Supply ,  p e rso n a l  c o m m u n i c a t i o n )
M o le cu la r  p a t te rn s  w ere  a n a ly ze d  u s in g  B io n u m e r ic s  4 .6  
(A pp l ied  M aths,  Sint- .M artens L iten ,  B e lg ium ).  Results  
w e re  in te rp re te d  as false posi t iv i ty  if b o t h  t h e  p o ten t ia l  
so u rc e  a n d  th e  c r o s s - c o n ta m in a t io n  a le r t  h a d  iden t ica l  
MIRU-VN I R a n d  1S6110 RI LP a n d  th e  c o n v erse  for t ru e  
positivity .
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Reanàlisis de casos de tuberculosis relacionados 
epidemiolôgicamente no confîrmados por el genotipado basado 
en la téenica IS6110-RFLP.
Publicado en Clinical Microbiology and Infection, Agosto 2009
RESUMEN
Una microepidemia de tuberculosis se define cuando existe un nexo 
epidemiolôgico probado entre un numéro reduc i do de casos de tuberculosis. Sin 
embargo, algunos estudios ban encontrado microepidemias que no estân confirmadas por 
las técnicas de genotipado.
Se analizaron 77 casos de tuberculosis, pertenecientes a 33 microepidemias, 
probadas epidemiolôgicamente, identificadas durante un periodo de 5 anos en Madrid, 
con el fin de comprobar si eran confirmadas por el anâlisis molecular realizado con la 
téenica IS6110-RFLP. Doce parejas (27.3%) no fueron confirmadas inicialmente por el 
tipado molecular y se realizô un re-anâlisis refinado para esclarecer las razones de dichas 
discrepancias. Las posibles causas que se consideraron para explicar estas discrepancias 
fueron: i) posibles errores de laboratorio o eventos de contaminaciôn cruzada de 
laboratorio, ii) infecciones clonalmente complejas no detectadas, y iii) falta de 
refmamiento en el anâlisis genotipico que pudiera quedar resuelto mediante la aplicaciôn 
de técnicas de genotipado en segunda linea. Una de las discrepancias fue debida a un 
error de laboratorio. No se encontrô ninguna microepidemia que fuera discrepante como 
resultado de una asignaciôn incorrecta de genotipos causada por una infecciôn policlonal. 
La aplicaciôn conjunta de Spoligotipado, MIRU 15 y IS6110-RFLP permitiô la 
identificaciôn de genotipos compartidos en 4 de las microepidemias inicialmente 
eonsideradas discrepantes, reduciendo el porcentaje de discrepancias de un 27.3% a un 
15.9% (7/44). Sin embargo, en las siete microepidemias restantes el genotipado de 
segunda linea identified diferencias apoyadas, al menos, en dos de las très técnicas 
aplicadas.
Estos hallazgos alertan de la necesidad de i) refînar al mâximo el anâlisis 
molecular para identifîcar de una manera mâs précisa aquellas microepidemias que son
91
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realmente discrepantes con los datos genotipicos, y ii) ampliar la bùsqueda de entomos 
de transmisiôn mâs allâ de los contextos eonvencionales.
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ORIGINAL ARTICLE
Re-analysis of epidem iologically  linked tubercu losis  cases n o t  su p p o r te d  
by IS6I 10-RFLP-based geno typ ing
A . M a r t in ', J. Inigo^, F. C h a v es^ , M . H e r r a n z '^ , M. J. R u iz -S erra n o ''^ , E. P a len q u e^ , E. B o u z a '^  an d  D . G a r c ia  d e  V ie d m a '^
I) Servicio de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas, Hospital Gregorio Maranon, Modrfd, 2) QBER Enfermedades Respiratorias-OBERES,
3) Consejeria de Sanidad Comunidad de A^adrid and 4) Servicio de Microbiologia, Hospital Doce de Octubre, Madrid, Spain
Abstract
T u b ercu losis  m icroep id em ics are con sid ered  as such w h en  a proven  epidem iological link is identified b e tw e e n  th e  cases. H o w ev er , 
so m e  stu d ies  have found m icroep id em ics th at w e r e  n o t su p p orted  by genotyp ing  data. In a cro ss-sec tio n a l study, 4 4  linked pairs 
from  33 m icroep id em ics identified during a 5 -year period  in M adrid, Spain w e r e  analysed to  evaluate w h e th er  th e  epidem iological 
findings w e r e  co n s isten t w ith  th e  m olecu lar analysis by IS6II0-RFLP. T w elve  pairs (27.3% ) w e r e  n o t initially confirm ed by m olecu lar  
typing, and a refined re-analysis w as p erform ed  to  identify th e reason s for th e d iscrepan cies. T h e p ossib le  cau ses  w e r e  as follow s: 
(i) laboratory errors o r  cross-con tam in ation  ev en ts , (ii) u n d etected  clonally com p lex  infections, and (iii) lack o f  refin em en t in the  
genotyp ing  analysis that could be clarified by applying secon d -lin e  fingerprinting to o ls . O n e  d iscrepan t pair w as caused  by laboratory  
error . N o  d iscrepant pairs w e r e  th e  resu lt o f  in co rrec t assign m ent o f g en o ty p es  du e to  clonally c o m p le x  infections. T h e  application  
o f spoligotyp ing, M IRU-15 and RFLP enabled th e  estab lish m en t o f  matching shared  g en o ty p es  in four linked pairs initially con sid ered  
as discrepant; th ere fo re , the p ercen tage  o f d iscrepan t pairs w as red u ced  from  27.3%  to  15.9% (7 /44 ). H o w ev er , in th e rem aining  
seven  pairs, seco n d -lin e  fingerprinting identified d ifferences w ith  at least tw o  of th e  th ree  genotyp ing to o ls  applied. This finding alerts  
us to  th e  n e e d  to  (i) refine as m uch as possib le  th e m olecu lar analysis to  establish m ore  accu rate  identification o f  truly discrepant 
cases, and (ii) broaden th e  search for ep idem iological links to  include n on -con ven tion a l c o n te x ts  o u tsid e  th e h o u seh o ld  o r  w ork / 
sch oo l settings.
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Introduction
G en o ty p in g  of M ycobacteriu m  tuberculosis (M TB) iso la te s  using 
re s tr ic tio n  fra g m e n t len g th  p o ly m o rp h ism  (RFLP) w ith  th e  
in se rtio n  se q u e n c e  1 S 6 II0  is th e  s ta n d a rd  m o lecu la r  
a p p ro a c h  to  analysing tu b e rc u lo s is  (TB) o u tb re a k s . [1 -3 ] 
re c e n t  tra n sm iss io n  p a t te rn s  [4], and  p re v a le n t circulating  
MTB s tra in s  [5]. In general, MTB iso la tes  fro m  ep id em io lo g i­
cally linked  c a ses  sh a re  iden tical RFLP p a tte rn s , an d  a re  c o n ­
s id e re d  to  b e  th e  r e su lt  o f  re c e n tly  tr a n sm itte d  in fections.
H o w e v e r , th e  app lication  o f m o le c u la r  tech n iq u es  in p o p u la ­
t io n  s tu d ie s  h as p ro d u c e d  p a rad o x ica l o b se rv a tio n s . First.
so m e  a u th o rs  hav e  o b se rv e d  th a t  c lu s te rin g  of TB cases m ay 
n o t  alw ays b e  th e  re su lt  o f  re c e n tly  tr a n sm itte d  in fec tion  and  
iden tical DM A fin g e rp rin ts  can be fo u n d  am o n g  p a tie n ts  w h o  
have n e v e r  b een  in c o n ta c t  [6.7]. O th e r s ,  h o w e v e r , suggest 
th a t in th e  v as t m a jo rity  (86%) o f  p a tien ts , c lu s te rin g  in d eed  
r e p re s e n ts  r e c e n t  tra n sm iss io n  [8]. S econd , in s tu d ie s  th a t  
have te s te d  th e  a s su m p tio n  th a t  TB in a se c o n d a ry  case  is th e  
r e su lt  o f  tra n sm iss io n  fro m  th e  c o rre sp o n d in g  so u rc e  case, 
DM A fin g erp rin tin g  has sh o w n  th a t  in up to  30% o f  pairs th e  
g en o ty p ic  p a tte rn s  fo r  th e  MTB iso la te s  fro m  th e  so u rc e  and  
se c o n d a ry  c a s e s  a re  d iffe ren t [9 ,10].
T h e  p r e s e n t  s tu d y  analyses th e  m ic ro ep id em ics  (d efin ed  
as th e  e x is te n c e  o f o n e  o r  m o re  s e c o n d a ry  cases arising 
fro m  th e  d efin ed  in d ex  case) d e te c te d  in th e  so u th  o f  M adrid  
o v e r  a 5 -y ear p erio d . W e  e v a lu a ted  th e  c o r re la tio n  b e tw e e n  
ep idem io log ica l and  m o le c u la r  d a ta  to  identify  d isc re p a n t 
pairs, w hich  w e re  th e n  s tu d ie d  in d e p th  to  clarify th e  r e a ­
son s fo r  th e  d isc rep an c ie s  by refining th e  fin g erp rin tin g  
m e th o d s  and  stra teg ie s .
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Materials and Methods
S tu d y  d e s ig n  a n d  p o p u la t io n
This c ro ss -s e c tio n a l p o p u la tio n -b a se d  s tu d y  o f  c u ltu re -  
positive  TB p a tie n ts  w as c o n d u c te d  in n ine u rb a n  d is tr ic ts  in 
th e  so u th  o f  M adrid  (Spain). T h e  to ta l  p o p u la tio n  o f  a lm o s t 
1.5 m illion in h ab itan ts  re ce iv es  specialized  c a re  a t H o sp ita l 
12 d e  O c tu b r e  and  H osp ita l G re g o r io  M aranon .
T h e  ta rg e t  p o p u la tio n  c o n s is te d  o f  all re s id e n ts  d iag n o sed  
w ith  TB f ro m  January  2 0 0 2  to  D e c e m b e r  2006. C o llab o ra tiv e  
su rveillance  w as c a rr ie d  o u t  by tw o  m y co b ac te ria l la b o ra to ­
ries th a t  w e re  in te g ra te d  in to  th e  T B  c o n tro l  p ro g ra m m e , 
to g e th e r  w ith  o th e r  hosp ita l m edical d e p a r tm e n ts , public 
h ealth  se rv ices , an d  p rim ary  h ealth  ca re .
S o c io d e m o g ra p h ic  and  clinical d a ta  w e re  o b ta in e d  fro m  
th e  R egional T u b e rcu lo s is  C a se  R e g is te r  using a s ta n d a rd iz e d  
p ro to c o l. D a ta  w e re  r e c o r d e d  o n  p a tie n t c h a ra c te r is tic s  
(age. sex , c o u n try  o f  origin, n u m b e r  o f  y ears o f  re s id e n c e  in 
M adrid o r  e ls e w h e re  in Spain, and  d is tr ic t o f  re s id e n c e ), clini­
cal c h a ra c te r is tic s  (d a te  o f  o n s e t  o f  sy m p to m s, d a te  o f diag­
nosis, s ite  o f  d isease , and  p re v io u s  TB). risk  fa c to rs  fo r  TB 
(h o m e le ssn e ss , in jection  d ru g  use , p re s e n c e  o f HIV infection , 
p rev io u s  im p riso n m en t, d ia b e te s , silicosis, g a s tre c to m y , and  
m alignan t neop lasm ), and  in fo rm a tio n  fro m  fo llo w -u p  and  
c o n ta c t investigations.
T h e  s tu d y  w as a p p ro v e d  by th e  h o sp ita l e th ics c o m m itte e .
D e fin it io n  o f  m ic r o e p id e m ic
W e  c o n s id e re d  an o u tb re a k  o r  m ic ro ep id em ic  as th e  ex is­
te n c e  o f o n e  o r  m o re  se c o n d a ry  cases arising  fro m  th e  sam e 
so u rc e  o v e r  a I-y ea r p e r io d  a f te r  th e  index  case  w as d iag n o sed  
[I I]. W e  p re fe r r e d  th e  te rm  m ic ro ep id em ic  b e c a u se  m o s t  o f  
th e  c lu s te rs  w e  s tu d ie d  inc luded  tw o  t o  th r e e  cases an d  t r a n s ­
m ission  o c c u r r e d  m ainly b e tw e e n  h o u se h o ld  m e m b e rs .
In all cases, th e  like lihood  o f tran sm iss io n  w as classified  as 
d e f in ite ’ b ec a u se  p a tien ts  w e r e  fo u n d  to  be in th e  sam e 
place a t  th e  sa m e  tim e , w h en  o n e  w as in fec tio u s o r  a p a tie n t 
iden tified  a n o th e r  p a tie n t as being th e  s o u rc e  o f  TB. This 
classification  w as m ade by ep id em io lo g is ts  b e fo re  th e  m o le c ­
ular s tu d y  w as c a rr ie d  o u t.
W e  u se d  th e  defin ition  o f ep idem io log ically  linked case  
pairs r e p o r te d  by B e n n e tt et al. [10].
D N A  f in g e r p r in tin g
D N A  e x tra c tio n . IS6110-RFLP typing, and spo ligo typ ing  w e re  
p e r fo rm e d  a c c o rd in g  to  s ta n d a rd  m e th o d s  [12 ,13]. M yco b ac­
teria l in te r s p e r s e d  rep e titiv e  un its-variab le  n u m b e r  o f  ta n d e m  
re p e a ts  (M IR U -V N TR ) w as p e r fo rm e d  by am plifying th e  15 
M IR U -V N TR  loci as d e sc rib e d  e ls e w h e re  [14].
Pairs w e r e  classified as in fec ted  by  th e  sa m e  s tra in  if (i) 
th e ir  IS 6 I I0  p a tte rn s  had  m o re  th a n  five bands an d  w e re  
identical o r  (ii) th e ir  IS6I 10 p a tte rn s  h a d  five o r  fe w e r  b an d s 
o f iden tica l sizes a n d  also  sh a re d  iden tica l sp o lig o ty p es . RFLP 
p a t te rn s  w e re  c o m p a re d  by c o m p u te r -a s s is te d  analysis (B io­
n u m e ric s  5.1 so ftw a re ; A pplied  M aths, S in t-M arte n s-L a tem , 
B elgium ). For th e  pairs th a t  did n o t  fit th e  p rev io u s  c r ite ria , 
w e  app lied  a se co n d -lin e  typ ing  a p p ro a c h  b ased  o n  sp o lig o ­
typing an d  V N TR-M IRU  w ith  th e  s e t  o f 15 loci [15]. F o r 
th e s e  d isc re p a n t ca se  pairs, w e  a lso  an alysed , w h e n  available, 
m o re  th an  o n e  sam p le  fro m  each  p a tien t.
T h e  se co n d -lin e  geno ty p in g  analysis o f  th e  p airs sh o w in g  
d iffe ren ces in th e ir  RFLP ty p e s  w as u se d  to  classify th e m  as 
follow s: (i) m a tc h e d  pairs, if th e y  sh a re d  b o th  sp o lig o ty p es  
and  MIRU types; (ii) u n m a tc h e d  pa irs , if th e y  s h o w e d  d iffer­
e n ces  b o th  in spo lig o ty p es an d  MIRU ty p es; an d  (iii) partia lly  
u n m a tc h e d  pairs, if th ey  sh o w e d  d iffe ren ces  e i th e r  in spo ligo - 
types o r  MIRU types.
S po lig o ty p es w e re  c o n s id e re d  as sh a re d  if th e y  w e r e  id e n ­
tical and  n o  v aria tio n s w e re  to le r a te d  b ecau se  o f  th e  low  
d isc rim in a to ry  p o w e r  o f th is te c h n iq u e . MIRU ty p e s  w e re  
c o n s id e re d  sh a re d  if th e y  w e re  iden tical, b u t an allelic v aria ­
tio n  o f o n e  re p e ti t io n  in a single lo cu s w as to le ra te d .
M o le cu la r  s tr a te g y  t o  a n a ly s e  d is c r e p a n t  m ic r o e p id e m ic s
F o r th e  m ic ro ep id em ics  w ith  m o le c u la r  d isc re p a n c ie s , w e 
e v a lu a ted  d ifferen t possib ilities; (i) false u n c lu s te rin g  o f  th e  
cases by in v o lv em en t o f  so m e  la b o ra to ry  c ro s s -c o n ta m in a ­
tio n  e v e n t  o r  la b o ra to ry  e r r o r  (ii) un c lu s te rin g  in th e  cases  
involved in th e  m ic ro ep id em ic  c a u se d  by in c o r re c t  assign­
m e n t o f  g e n o ty p e s , due to  clonally  co m p lex  in fec tio n s 
(m ix ed  o r  co m p a rtm e n ta liz e d  in fec tions); a n d  (iii) lack o f  
accu racy  in th e  g en o ty p in g  analysis th a t  co u ld  b e  c larified  by 
applying se co n d -lin e  f ingerp rin ting  to o ls , and  w h ich  m ay have 
c o n s id e re d  pairs w ith  a sim ilar b u t n o t  iden tical g e n o ty p e  as 
u n c lu s te re d  cases.
Results
D uring  th e  s tu d y  p e rio d , 1768 TB cases w e re  d iag n o sed , o f  
w hich  1333 had a positive  c u ltu re  fo r  MTB. A m o n g  th e  cu l­
tu re -p o s itiv e  cases, 9 56  iso la te s  w e r e  available fo r  g e n o ty p ­
ing. T h e  s tu d y  p o p u la tio n  w ith  m o le c u la r  d a ta  available did 
n o t  d iffer w ith  re g a rd  to  clinical o r  d em o g rap h ic  c h a ra c te r is ­
tics fro m  th e  to ta l n u m b e r  o f cu ltu re -p o s itiv e  cases, w ith  th e  
e x c e p tio n  th a t  a g r e a te r  p ro p o r t io n  o f  iso la tes  fro m  im m i­
g ra n ts  w as available fo r  g en o ty p in g  (36.6%  vs. 30.8% ; 
p = 0 .04). T h re e  h u n d re d  an d  th ir ty -o n e  cases (34.6% ) w e re  
g ro u p e d  in 91 c lu s te rs  involving b e tw e e n  tw o  an d  2 0
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M a r t in  e t  al .  M olecu lar d isc rep an c ie s in T B  m ic ro ep id em ics 3
p a tien ts . D uring  th is  p e rio d . 33 ep idem iologically  p ro v e n  m ic­
ro ep id em ics  w e re  d e te c te d . T h e se  involved 4 4  linked case 
pairs ranging f ro m  o n e  to  th r e e  linked  pairs p e r  m ic ro e p i­
dem ic and  including a to ta l o f  77  cases. In 2 9  p airs (65.9% ), 
th e  c o n ta c t  o c c u r re d  in th e  sam e h o u se h o ld ; th e  rem ain ing  
linked pairs c o r re s p o n d e d  to  family links (n ine pairs), friends 
(fo u r pairs), o ccu p a tio n a l c o n ta c t  (o n e  pair), h o m e le ss  sh a r­
ing a s h e l te r  (o n e  pair).
W h e n  w e  c o m p a re d  th e  ep idem io log ical an d  m o lecu la r  
findings, w e  fo u n d  th a t 32  linked pairs (72.7% ) w e re  initially 
c o n firm ed  by th e  m o lecu la r analysis (Fig. I). T h e  rem ain ing  
12 (27.3% ) case  pairs w e re  n o t  initially c o n firm ed  by RFLP- 
based  m o lecu la r  typing and  eigh t o f th e s e  (75%) w e re  h o u se ­
ho ld  c o n ta c ts  (Fig. 2).
W e  d e c id e d  to  analyse in m o re  detail th e  su b se t o f  m ic­
ro e p id e m ic s  th a t  did n o t  c o r re la te  w ith  th e  fingerp rin ting  
data. T h e  analysis o f  add itional sam ples a llo w ed  us to  identify 
geno ty p in g  m a tch es  in o n e  o f th e  pairs initially c o n s id e re d  as 
d isc rep an t. T h e  analysis in pa ir 500-a o f an ad d itio n a l sam ple
fro m  case  500-3 a llo w ed  us to  d e te c t  th e  sam e iso la te  th a t 
w as involved in th e  in fec tion  o f  th e  re la te d  case  (Fig. 2a). 
T h e  g e n o ty p e  th a t  h ad  b e e n  assigned  to  p a tie n t 500-3 w as 
sh a re d  w ith  a n o th e r  case w h o se  sam ple  h ad  b e e n  p ro c e sse d  
in th e  la b o ra to ry  on  th e  sam e day, suggesting  an in c o r re c t  
assig n m en t o f a sp e c im en  fro m  th e  o th e r  p a tien t.
In o r d e r  to  e x a m in e  clonal co m p lex ity  as a cau se  o f  d is­
c rep an c ie s  in so m e  m ic ro ep id em ics , w e  s e a rc h e d  fo r  p o te n ­
tial e r ro r s  in th e  a ssig n m en t o f  RFLP ty p e s  d u e  t o  m ix ed  
in fections by m o re  th an  o n e  MTB stra in  in th e  sam e sp u tu m  
sam ple o r  w ith  d iffe ren t s tra in s  iso la te d  in in d e p e n d e n t sa m ­
ples fro m  a single p a tien t. T h e  f irs t  possib ility  co u ld  be 
e x p lo re d  by th e  ap p lica tio n  o f M IRU -V N TR, w hich en ab les 
us t o  reveal clonal co m p lex ity  in a sam ple . A  sam ple  w ith  
tw o  clonal v arian ts  w as d e te c te d  (51 12; Fig. 2d) in 
only o n e  m ic ro ep id em ic , and th e  d iffe ren ces b e tw e e n  th e  
variants w e re  so  su b tle  th a t  th ey  w e r e  n o t  e x p e c te d  to  be 
re sp o n s ib le  fo r  th e  d isc rep an c ie s  in th is m icro ep id em ic . A s 
fo r  th e  se c o n d  possib ility— d ifferen t s tra in s /c lona l v arian ts  in
FIG. I M icroepidem ics showing cases matched  
using m clecuiar techniques. N, number o f cases 
involved in each  microepidemic; RFLP. restric­
tion frag-nenit length polymorphism.
Microepidemic N RFLP band-pattern
140 2 i l l !  I I  II I I  1 1 1
155 2 1 I I I  1 1 II 1
158 3 1 1 1 II 1 1 II 1
161 2 I I  I I I  1
148 3 I I I  1 II I  1 I I I
147 4 1 I I I  1 Ii
128 2 1 1 1 III 1 1 II
151 2 1 I I I  1 II 1 1
160 2 1 I I I  1 II
1167 2 1 1 II III II II 1
139 2 II 1 I II  1
157 2 1 1 1
149 3 1 III  1 II 1 I I  I I I  1
5102 2 III  II 1 IIII I II 1 1
1182 2 1 II I I I  1
1172 3 1 1 I I I  I I  I I I
1171 4 II II II 1 1 11 1 II 1 1
1163 2 II ni l  1 1 II 1 II 1 1
156 2 1 II 1 I I I  I I
138 2 I I I  1
1161 2 1 III  1 II 1 1
5122-b 2 1 1 I I  1 1 II
152-b 2 I I  1 III 1 1 II
500-b 2 I I I  Hill 1 II 1 1
* ;2 0 0 9  T h e  A u th o rs
Jo u rn a l C o m p ila tio n  ;C 2009 E u ro p e an  S o cie ty  o f  Clinical M icrob io logy  and  In fec tio u s  D isea ses , CA1/
95
R eanâlisis de m icroep idem ias no confirm adas por IS6110-R F L P
4 Clinical Microbiology and Infection
( a )  500-»
Patw nt lA. RFLP Spoligotyp* MIRU-typ«
500-1
500-3
1
2
III IBI II 1 1 
"L III I l f /  ll’lfll II ■ " ''! /
4 4 2 2 1 2 4 2 7 2 3 3 4 4 3  
4 4 2 2 1 2 4 2 7 2 3 3 4 4  3 
2 4  3 3 2 4 2 5 2 3 4 3 3 3
( b l  1 1 6 9
Patient RFLP spo ligo type MIRU-typa
1169-1 II Hi 1 1'l" 1
Patient lA RFLP Spoligotype MIRU-typc
5104-1
5104-2 {  1 111' ll' f 1
lA- RFLP Spoligotype MIRU-type
5120-2 1 ill I'll n i l  '[ —  .............................. .. -  ........ . . l a ^ a — — 6 4  1 2 1 2 3 3 3 2 5 3 4 3 3
l A RFLP spo ligo type MIRU-type
5123-1
llli'lliV  '5123-2
( c )  1164
Patiorri IJV. RFLP Spoligtypo MIRU-type
1164-1
1164-2
1
1 n il l l l i i i l  I' l
4 2 2 2 1 2 2 3 7 2 5 3 4 2 3  
4 2 2 2 1 2 2 3 7 2 5 3 4 2 3
Patient I.A RFLP S poligotype MIRU-type
5107-1
5107-2 ; H i l l  l l l i i i l  I ' l 1 4 7 1 2 2 7 3 7 7 6 4 4 3 71 4 2 1 2 2 2 3 7 2 6 4 4 3 2
PaUent Spoligotype MIRU-type
1 " i ' l l ' , '  l" I
( d )
144-1
144-2
[ ■ l ï i !
Spoligotyp«
1 4 2  1 2 2 2 3 4 2 5 1 3 2 3  
1 4 2 1 2 2 2  3 4  2 5 1 3 2 3  
1 4 2 1 2 2 2 3 4 2 5 1 3 2 3  
3 4 2 1 2 2 2 2 6 2 5 5 3 3 2
152-1
152-3 { I
I I  I III I I B
Spoligotyp* MIRU-typ»
2 3 2 4 3 3 5  2 4  2 5 3 4 3 3  
2 3 3 4 3 3 6 2 6 2 5 3 5 3 3  
2 3 3 4 3 3 5 2 6 2 5 3 5 3 3  
2 3 3 4 3 3 6 2 6 2 5 3 5 3 3
P atient lA RFLP Spoligotype MIRU-type
164-1 2
T i l  II III 1 
Ti 1 11 II 1 1
——  111 1 1 11 11 1 1 —e—  1 1 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1 M 1 11 3 7 7 3 7 3 7  5 7 5 1 3 1 3  
1 3 2 2 3 2 3 2 5 2 5 1 3 1 3
164-2 1  III Bin I I  
L III Him 1 1
3
Patient lA RFLP spo ligo type MIRU-type
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1
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FIG. 2 Linked pairs initially considered not supported by the molecular analysis. The figure show s the number identifying each linked pair, the  
patients involved, the number of isolates available (lA .) for analysis from independent specim ens, the restriction fragm ent length polymorphism  
(RFLP), spoligotype. and the Mycobacterial interspersed repetitive unit (MIRU) patterns. MIRU alleles with differences betw een the cases involved 
are highlighted in bold. For case 51 12-2, w h o was infected with tw o  clonal variants, both alleles are shown. Pairs are grouped as follow s accord­
ing to  the redistribution in different interpretation categories after the refined m olecular re-analysis: (a) proved linked pairs after identifying a 
laboratory error, (b) proved linked pairs for which a molecular match had been established after second-line genotyping. (c) pairs with partial 
molecular differences in second-line genotyping. and (d) pairs with marked molecular differences in second-line genotyping.
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different sam ples— w e found m ore chan on e sam ple for analy­
sis in only four m icroepidem ics. W e  d etected  tw o  clonal vari­
ants (identified by MIRU) in only o n e  case (152-3; Rg. 2d), 
each in independent samples. Again, the d ifferences b etw een  
the tw o  variants w ere  so  subtle that they w ere  n o t  ex p ected  
to  b e  responsible for the d iscrepancies in this m icroepidem ic.
For the remaining I I pairs that had n ot been  clarified  
after consideration  of laboratory errors or clonal com plexity, 
w e refined  the genotyping analysis by applying a second-line  
approach. This allow ed us to  classify th e  pairs in three differ­
ent in terpretation  categories:
1) M atched pairs: four pairs that shared spo ligotypes and 
MIRU types (1169. 5104. 5120 , 5123; Fig. 2b) and that 
had show n RFLP types differing in only on e  o r  tw o  
bands (excep t for 5120).
2) Partially unm atched pairs: th ree  linked pairs sharing 
MIRU types but no spoligotypes (1164 . 5 107. 5122-a; 
Fig. 2c) and that had show n RFLP types differing in m ore  
than tw o  bands.
3) U nm atched  pairs: four pairs w ith  d ifferences both  by 
spoligotyping and MIRU typing (144, 152-a, 164, 5112; 
Fig. 2d) and that had show n RFLP types differing in m ore  
than tw o  bands.
A review  of the epidem iological links supporting the defini­
tion o f these  m icroepidem ics sh ow ed  that they w ere  defi­
nite. O nly in o n e  pair (164, which had show n m arked  
m olecular d ifferences) w e r e  w e  able to  identify a possible  
w eakness in the assignm ent, because th e  patients w ere  
hom eless.
The results o f  our refined re-analysis are sum m arized in 
Fig. 3. T h ese  resu lts enabled us t o  rein terpret five o f  the 12 
linked pairs analysed, which increased  the  percentage o f  pairs 
that w e r e  confirm ed  by m olecular techn iques from 72.7% to  
84.1%. O ne pair w as confirm ed after identification o f  a labo­
ratory error. Four pairs could  have been  con sid ered  c o n co r ­
dant if spoligotyping and MIRU-15 had been applied or if 
m inor d ifferences b etw een  the RFLP patterns had b een  to l­
erated. Four pairs w ere  confirm ed as unrelated. For the  
remaining three discrepant linked pairs, o n e  o f the secon d-  
line genotyping techn iques identified shared genotypes, 
w hereas the o th e r  found differences b etw een  them .
Discussion
M icroepidem ics are generally defined using standard epidem i­
ological surveys and involve cases w ith definite links, m ostly  
in a h ou seh old  co n tex t. T he introduction o f m olecular analy­
sis into the study of TB transm ission dynamics has revealed  
that a proportion  o f  th e se  theoretically  linked cases are not 
supported by fingerprinting [9,10].
44 linked pairs
29 household pairs;
X
32 pairs (72.7%) initially confirmed 
by the molecular analysis
21 household pairs
X
12 pairs (27.3%) not initially 
confirmed by the molecular analysis
8 household pairs
r  \  
1 pair laboratory error 
(500a)
0 household pairs;
V /
 ^ 4  m atched pairs which shared  ^
spoligotyp es and MIRUtypes 
(1169 , 5104 , 5120 , 5123)
 ^ 3 household pairs ^
^ 3 partially unm atched pairs  ^
sharing M IRUtypes but no  
spoligotyp es (1 164 , 5 1 07 , 5 1 22a)  
2 househiold pairs ^
/  \  
4  unm atched pairs 
( 1 4 4 ,1 5 2 a ,164, 5112)
3 household pairs;
V y
37 pairs (84.1%) finally confirmed 
by the molecular analysis
24 household pairs
7 pairs (15.9%) not finally 
confirmed by the molecular analysis
5 household pairs
FIG. 3 Summary of the re-analysis of the 44 pairs initially considered discrepant using molecular data. From the total num ber of pairs in each 
panel, the num ber of pairs that involved household contacts is also indicated.
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Rapid genotyping m eth od s are available in certain cen tres  
as first-line approaches for m olecular ep idem iology purposes; 
h ow ever, studies using th ese  techn iques are scarce and RFLP 
is still th e  m eth od  m ost com m only u sed  w orld w id e fo r  the  
analysis o f  TB m icroepidem ics. C onsidering this, w e  a lso  fol­
low ed  the  standard schem e o f applying RFLP as the refer­
en ce  genotyping m ethod , and MIRU-1 5 and spoligotype w ere  
used  as se con d -lin e  m eth od s to  clarify discrepancies.
W e  stud ied  th e  p rop ortion  o f m icroep idem ics w ithou t fin­
gerprint m atches during a 5-year period  in Madrid and refined  
the  m olecular analysis t o  evaluate the rob u stn ess o f th e se  dis­
crepancies. Initially, w e identified 12 o f  4 4  ep idem iologically  
linked pairs (27.3%) with discrepancies at the m olecular level. 
A fter re-analysis, five o f  the 12 pairs (41.7%) initially co n sid ­
ered  n ot to  be su p p orted  by genotyping w ere  finally co n sid ­
ered  m atched, thus reducing the p ercentage o f d iscrepant 
pairs to  15.9% (7/44). H o w ev er , for  th ese  rem aining seven  
pairs, w e  still found genotyping differences w hen o n e or even  
tw o  o f  th e  secon d-lin e genotyping to o ls  w ere  applied.
A t first, w e  su sp ected  laboratory cross-contam ination  [16] 
or errors in the assignm ent o f som e sam ples as causes o f  
the d iscrepancies. A fter this analysis, o n e of the 12 pairs 
(8.3%) initially con sid ered  to  be discrepant w as revea led  to  
be con cord an t after an unnoticed  in correct assignm ent o f  
sam ples from tw o  patients w as identified in the laboratory.
M ixed infections by m ore than o n e  strain, and com  par t- 
m entalization o f th e  infection with different strains infecting  
different tissues have been  rep orted  [17]. W e  to o k  advan­
tage of MIRU's ability t o  identify clonally com p lex  infections  
directly [18]. which is n o t easy with RFLP or spoligotyping. 
This analysis revealed  n o  m icroep idem ics in which th e  dis­
crepancies could  b e  explained by clonally com p lex  infections.
T o  determ ine the  rob u stn ess o f  the  d iscrepancies in th e  12 
pairs that had n ot yet been  clarified, w e  applied a secon d-lin e  
genotyping strategy based on spoligotyping and MIRU-VNTR. 
M IRU-15 has proven  t o  be as discrim inative as RFLP [14] and 
to  have a g o o d  fit with the epidem iological data [19].
A fter ou r refined analysis o f the discrepancies, w e  found  
that a p rop ortion  (five o f  the  12 linked pairs) o f the  m ic­
roep idem ics that had initially been  con sid ered  n o t t o  m atch  
the  m olecular data could  be solved and w ere  finally show n  
to  be m atched pairs. N ev er th e less , in o n e  o f th ese  pairs 
(5120). m atching by spoligotyping and MIRU sh o w e d  differ­
en ces in m ore than tw o  RFLP bands, thus suggesting som e  
potentially  u n exp ected  rearrangem ents within th e  m icroep i­
dem ic only revealed  by this techn ique. Similar resu lts from  
oth er  authors might suggest the application o f  an ex cessively  
strict criterion that assu m ed  as c lu stered  only th o se  cases  
in fected  by MTB iso la tes sharing identical RFLP patterns. 
Subtle g en etic  changes can arise from  the adaptation o f a
strain to  the different hosts in a transm ission chain [20], w ith  
the resu lt that strains show ing subtle variations m ight be 
considered  c lu stered  [21].
A lthough th e  percentage o f  linked pairs w ith n o  m olecular  
evidence fell from  27.3% to  15.9%, it is in terestin g  to  exam ­
ine the rem aining seven  pairs with m olecular d ifferences in 
th e  secon d-lin e genotyping sch em e. Four o f  th e se  pairs had 
m olecular m ism atches by the tw o  secon d -lin e  genotyping  
to o ls  and th r ee  pairs had differences by only o n e  o f  them . 
W e  could  only posit links o th e r  than th o se  ex p ec ted  in o n e  
pair, as th e  cases involved w ere  h om eless peop le; for th e  
rem aining cases, the  epidem iological survey established  a def­
inite link, and in five o f  these  seven  pairs n o t  su p p orted  by 
genotyping the  theoretica l co n ta ct was in the  household .
If the MIRU data had been  th e  only data available, a higher  
num ber o f  the  epidem iologically  linked pairs w ou ld  have b een  
found to  b e  con sisten t with the epidem iological data (8 /12 , 
66.7%). D iscrepancies b etw een  the inform ation obtained  by 
RFLP and MIRU have a lso been  found in m olecular ep idem io l­
ogy studies [15 ,19 .22]. In so m e  o f  th e se  studies. MIRU-15- 
defined c lu sters fit better w ith the  epidem iological data than 
RFLP-defined o n e s  [19.22]. O ur findings in the  p resen t study  
provide additional exam ples o f  circum stances w h ere  MIRU- 
15 data cou ld  fit better with ep idem iological findings.
O th er stud ies had already exam ined epidem iologically  
linked cases with no m olecular m atches, although the m ore  
detailed m ethodological and m icrobiological approach o f  our  
m ethod  a llow ed  us to  red u ce the  p ercen tage of true d iscrep­
ancies. In an ex ten siv e  US study [10] covering seven  sentinel 
areas over  5 years, 29% of the epidem iologically  linked cases  
did n ot share m atching gen otyp es. D iscrepant m icroepidem ics 
w ere  a lso  found  for the theoretically  linked cases in circum ­
stances w h ere  th e  certainty o f  links is ex p e c te d  to  be highest.
T he ex is ten ce  o f  m icroepidem ics n o t su p p orted  by m o lecu ­
lar m atches cou ld  be because TB in the secondary cases is a 
reactivation o f  an infection acquired in th e  past or a recent 
infection from  another unknow n sou rce case. In our study, 
there was n o  evidence o f  previous TB in any of the cases 
involved in th e  m icroepidem ics n o t supported  by the m olecular 
analysis. T ransm ission in co n tex ts  outside the  h ousehold  has 
been described, mainly in high-incidence settings [23]. Casual 
contacts and transm issions in non-conventional settings have 
been ob served  and are mainly revealed by universal m olecular  
strategies and in novel epidem iological surveys based on  social 
netw orks [24 ,25] or reinterview ing of c lustered  cases [26].
In summary, our study has su cceed ed  in establishing a 
m olecular match for epidem iologically linked pairs that w ere  
n o t initially supported  by fingerprinting, and this a llow ed  us 
to  reduce the  percentage o f  discrepant pairs from  27.3%  
to  15.9%. N ev er th e le ss , seven  pairs w e r e  still found to  be
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m ism atched after the refined re-analysis. O u r  findings should  
a lert us to  the need  to  (i) refine the m olecular analysis as 
m uch as possib le to  identify th o se  case pairs w h o se  m olecu ­
lar data truly differed from  th e  epidem iological data, and (ii) 
broaden th e  search for ep idem iological links including non- 
conventional co n tex ts ou tsid e  the household  o r  w o rk /sch oo l  
se ttin gs in ord er  to  increase the  correlation  b e tw een  ep id e­
m iology and m olecular analysis.
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OBJETIVO 3:
Desarrollar sistemas de anâlisis clonal râpido de los casos de 
tuberculosis récurrente.
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A n âlisis clonal râpido de T B  récurrente por M IR U -V N T R
Anâlisis clonal rapide de casos de tuberculosis récurrente 
mediante anâlisis por MIRU-VNTR directamente sobre 
aislados clinicos archivados.
Publicado en BMC Microbiology, Julio 2007.
RESUMEN
La aplicaciôn de las herramientas moleculares al estudio de la tuberculosis ha 
revelado ejemplos de complejidad clonal, tales como reinfecciôn exôgena, coinfecciôn, 
microevoluciôn o compartimentalizaciôn. La detecciôn de complejidad clonal mediante 
las aproximaciones de genotipado estândar es laboriosa y, a menudo, requiere la 
participaciôn de personal experto, lo que limita la disponibilidad râpida de genotipos de 
M. tuberculosis a la hora de caracterizar recurrencias. MIRU-VNTR, una nueva téenica 
de genotipado basada en PCR, ha hecho posible la obtenciôn de genotipos de M. 
tuberculosis en un marco de tiempo mâs prôximo al diagnôstico y ha demostrado su 
utilidad en la identificaciôn râpida y sencilla de fenômenos de complejidad clonal. El 
objetivo de este estudio fue analizar la capacidad de la téenica MIRU-VNTR para 
proporcionar al clinico una râpida discriminaciôn entre los fenômenos de reactivaciôn y 
reinfecciôn exôgena y, asimismo, valorar si esta téenica ofrece la sensibilidad suficiente 
en la obtenciôn de genotipos directamente de aislados de M. tuberculosis archivados, sin 
necesidad de subcultivar ni purificar el ADN.
Se analizaron por MIRU-VNTR 32 aislados archivados pertenecientes a 13 
pacientes con tuberculosis récurrente, detectândose diferencias entre los MIRU-tipos de 
los aislados récurrentes en un 38.5% (5/13) de los casos estudiados. Entre estos casos se 
observaron ejemplos de: i) reinfecciôn exôgena, a menudo causados por una cepa mâs 
resistente, ii) microevoluciôn, con la apariciôn de nuevas variantes clonales generadas a 
partir de una cepa inicial, y iii) situaciones mâs complejas en las que se observô la 
combinaciôn de fenômenos de microevoluciôn, coinfecciôn y competiciôn.
MIRU-VNTR es, por tanto, una herramienta râpida en la obtenciôn de genotipos 
directamente de aislados archivados, sin necesidad de subcultivo ni purificaciôn del 
ADN. MIRU-VNTR podria ser aplicada en el rastreo râpido y masivo de colecciones de
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aislados archivados de M. tuberculosis^ lo que permitiria establecer la dimension real de 
la complejidad clonal en la infecciôn por M. tuberculosis.
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Abstract__________________________________________________________
B a c k g r o u n d :  T he application of m olecular to o ls  to  the analysis o f tuberculosis has revealed  
exam ples o f  clonal com plexity, such as exogen ou s reinfection, coinfection, m icroevolution or  
com partm entalization. The detection  of clonal heterogeneity  by standard genotyping approaches is 
laborious and often requires expertise. This restricts the rapid availability o f  Mycobacterium 
tuberculosis (MTB) genotypes for clinical or therapeutic decision-making. A  new PCR-based  
technique, MIRU-VNTR., has m ade it possible to  genotype MTB in a tim e frame close  to  real-tim e 
fingerprinting. O ur purpose w as to  evaluate the capacity o f this technique to  provide clinicians with  
a rapid discrim ination betw een  reactivation and ex o g en ou s reinfection and w hether MIRU-VNTR 
makes it possib le to  obtain data directly from stored  MTB isolates from recurrent ep isodes.
R e su lts :  W e  d etected  differences, betw een  the MlRUcypes of recurrent isolates in 38.5% (5/13) 
o f  the cases studied. T hese included cases o f  i) exogen ou s reinfection, often with m ore resistant 
strains, ii) likely exam ples o f m icroevolution, leading to  the appearance o f new  clonal variants and
iii) a com bination o f m icroevolution, coinfection and com petition.
C o n c lu s io n :  MIRU-VNTR rapidly obtained clinically useful genotyping data in a challenging 
situation, directly from  stored  MTB isolates w ithou t subculturing them  or purifying their D N A . 
O ur results also m ean that MIRU-VNTR could be applied for easy, rapid and affordable m assive 
screening o f  co llections o f  stored  MTB isolates, w hich could establish the real dim ension of clonal 
heterogen eity  in MTB infection.
Background l ab o ia io iy  has sh o w n  lhal  this infection is so m e tim es
Until  recently, infection  by MycobiU ierium tuberculosis clonally  complex. In this  sense, f ingerpr in ting  o f  clinical
(M l B) has  been  a s su m e d  to be  c lonally  simple,  a n d  a cultures has revealed i ) exogenous  re infection  as a cause o f
tubercu los is  (Til) case w as t rad i t iona lly  th o u g h t  to be recurrences m ore  often th an  orig inally  th o u g h t  11-5], ii)
infected by  a single M l B strain. The in t ro d u c t io n  o f  s im u ltan eo u s  coinfection  w ith  d ifferent MTB stra ins |4 -7 |
m o lecu la r  bio logy too ls  in to  the  clinical m ic rob io logy  iii) m ic roevo lu t ion  p h e n o m e n a  |S , ‘)j and  iv) com part-
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m e n ia l i z a l io n  o f  t h e  in fec t io n ,  w i th  d i f fe ren t  s t ra in s  
in fec t ing  d i f fe re n t  t is sues  19,10), o r  even  i n d e p e n d e n t  
lu n g  si tes  j 11 j.
C lo n a l  c o m p le x i ty  in I B is n o w  well  d o c u m e n t e d ,  a n d  c li­
n ic ian s  a re  in c reas in g ly  re q u e s t in g  c h a ra c te r i z a t io n  o f  th e  
s t ra ins  in v o lv e d  in th ese  cases, m a in ly  to d i s c r im in a t e  
b e tw e e n  re in fe c t io n  a n d  r eac t iv a t io n .  H o w ev e r ,  RI LP- 
b a sed  o r  sp o l ig o ty p in g -h a se d  f in g e rp r in t in g  a p p r o a c h e s  
d o  n o t  p ro v id e  resu l ts  q u ic k ly  e n o u g h  to  i n c lu d e  M l B  
g e n o ty p e s  in th e  p o o l  o f  t h e  firs t- line  m ic ro b io lo g ic a l  d a ta  
a v a i lab le  to  take  c linical,  t h e r a p e u t i c  o r  e p id e m io lo g ic a l  
dec is io n s .
.A n e w  PC R -based  f in g e rp r in t in g  te c h n iq u e ,  .VtlRLI-VN PR
112), h a s  b e e n  c o n s id e re d  a su i t a b l e  a l t e rn a t iv e  for th e  
s im p le  a n d  rap id  d e te c t io n  o f  c lo n a l  c o m p le x i ty  in I B 
[7 ,13 ,14 ) .  W e ver if ied  w h e t h e r  M IR U -V N IR  c o u ld  p r o ­
v id e  a rap id  a n sw e r  in c o n d i t i o n s  m im i c k i n g  a real c l in ica l  
s i tu a t io n :  w h e n  M l B  is c u l tu re d  f ro m  a p a t i e n t  w h o  h a d  a 
p re v io u s  I B e p is o d e  a n d  th e  c l in ic ian  d e m a n d s  th e  d i s ­
c r im i n a t io n  b e tw e e n  re ac t iv a t io n  a n d  e x o g e n o u s  r e in fe c ­
t ion .  W e e v a lu a te d  th e  e ffic iency o f  MlRLl-V'Nl R for  th e  
rap id  an a ly s is  o f  c lo n a l  c o m p le x i ty  in  r e c u r re n t  cases 
d irec t ly  f ro m  a c o l le c t io n  o f  f ro ze n - s to re d  MTB isola tes ,  
w i th o u t  s u b c u l tu r in g  th e m  o r  p u r i fy in g  DN.-V.
Results
W e w ere  a b le  to a n a ly z e  t h e  s e q u e n t ia l  M l B  iso la te s  o f  58 
p a t ie n ts  w i th  tw o  o r  m o r e  i e c u r re n t  I B e p is o d e s  ( 2 - 5  e p i ­
so d e s  s e p a ia te d  by  in te ix a ls  o f  b e tw e e n  6 m o n t h s  a n d  5 
yea is ) .  I h i r ty - tw o  s to re d  .MTB iso la te s  f io m  13 r e p re s e n t ­
a tive  cases o f  re cu rren ces  ( f a b le  1 ) w e re  se lec ted  for 
M l RÜ-VNTR g e n o ty p in g .
W e  c o u ld  a m p l i fy  at least ten  o f  t h e  12 MIRLI targe ts  f ro m  
tw e n ty - n in e  s to red  c lin ica l  iso la tes  (9 0 .6 % ) .  In a n  a d d i ­
t io n a l  case  w e  w e re  o n ly  a b le  to  o b t a i n  a f in g e rp r in t  f ro m  
six loci. 1 o r  th e  r e m a in i n g  tw o  iso la tes ,  n o  MlRLl loci w e re  
a m p l i f i e d  ( c o r i e s p o n d i n g  to  tw o  iso la tes  f i o m  the  years  
1997  a n d  2 0 0 3  ) a n d  for o n e  o f  these ,  MTB w a s  n o t  lecov- 
e ie d  a f te r  su b c u l tu re .
1 o r  p a t i e n ts  1, I, K, i.e. t h o s e  w i th  d i f fe re n ce s  in tavo o r  
m o t e  t h a n  tw o  M lR ll  loci, t h e  R1 f P  a n d  s p o l i g o ty p i n g  
an a ly s is  c o n f i r m e d  th e  p a r t i c ip a t i o n  o f  d i f f e re n t  M lB 
s t ra in s  ( re in fe c t io n )  in  th e  first a n d  re cu r re n t  e p i s o d e s  
( f i g u r e  1 ). In a d d i t i o n ,  in  tw o  o f  t h e s e  cases (1 a n d  K) t h e  
su sce p t ib i l i ty  p a t t e rn  o f  th e  s e q u e n t i a l  i so la te s  c h a n g e d  
f r o m  s u s c e p t ib le  to  le s is tan t  ( f ig u r e  1).
In p a t i e n t s  I. a n d  A, th e  d if fe ren ces  b e tw e e n  re c u r re n t  i s o ­
lates w e re  m o r e  sub t le ,  a n d  affec ted  o n l y  o n e  locus  ( f i g ­
u re  2).  R1 f P  a n d  s p o l ig o ty p e  s h o w e d  id en t ica l  p a t t e rn s  
for  th ese  c lo n a l  va r ian ts ,  fh e re f o r e  w e  c o n s id e r e d  t h a t  
t h e se  cases c o u ld  b e  m ic r o e v o lu i io n  p h e n o m e n a  a n d  n o t  
t ru e  r e in fec t io n s .  W h e re a s  case  1. w as  a n  e x a m p le  o f  like ly  
s im p le  m ic ro e v o lu i io n ,  a m u c h  m o r e  c o m p l e x  s i t u a t io n  
w a s  d e te c te d  fo r  case  .A ( f ig u r e  2).  1 h is  p a t i e n t  w as  i n i ­
t ia l ly  in fec ted  by  a s ing le  s t ra in .  1 low ever ,  a c lo n a l  v a r ia n t  
a p p e a r e d  in th e  s e c o n d  e p is o d e ,  a n d  c o n t i n u e d  to  c o in fe c t  
th e  p a t i e n t  to g e th e r  w i th  th e  p a re n ta l  c lo n e ,  fh is  c o in f e c ­
t io n  b y  b o t h  c lo n a l  v a r ia n ts  w as d e te c te d  in t h e  s e c o n d ,  
t h i rd  a n d  fo u r th  e p i s o d e s  a n d  finally, the  first v a r ia n t  w a s  
the  o n l y  o n e  recove red  f ro m  th e  fifth  e p is o d e .  In th is  case  
w e  o b se rv e d  d if fe rences  in su s c e p t ib i l i ty  p a t t e rn s  fo r  
p y r a z in a m id e  in t h e  s e q u e n t ia l  e p i s o d e s  ( f i g u r e  2).
Discussion
T h e  i n t r o d u c t io n  o f  m o le c u la r  b i o lo g y  to o ls  in  th e  c l in ica l  
se t t in g  h a s  revea led  th a t  M l B  in fe c t io n  is c lo n a l ly  c o m ­
plex  a n d  th a t  e x o g e n o u s  r e in fe c t io n  ) 1 5), s i m u l t a n e o u s  
c o in fe c t io n  )4-7),  c o m p a r tm e n ta l i z a t i o n  ) 9 , 10) a n d  
m ic r o e v o lu t io n  )8,9) are e x a m p le s  o f  th is  c lo n a l  c o m p l e x ­
ity.
In t h e  past,  c l in ic ian s  a s s u m e d  th a t  c lo n a l  c o m p le x i ty  h a d  
n o  im p a c t  o n  th e  m a n a g e m e n t  o f  TB a n d  it w as  c o n s i d ­
e red  to  b e  m e re ly  a r e f in e m e n t  o f  th e  m ic r o b io lo g ic a l  
a nalys is .  H ow ev e r ,  th e re  a re  re p o r t s  o f  TB cases  w i th  
c lo n a l  c o m p le x i ty  in w h ic h  th e  s t ra in s  c an  d i f fe r  in  th e i r  
su s c e p t ib i l i ty  p a t t e rn s  ) 11 ,15 -17) ,  in fec t iv i iy  )1S), o r  a b i l ­
i ty  to  infec t  e x tra re s p ira to iy  sites ) 9 ,10). f h i s  h a s  a le r ted  
c l in ic ian s  to  th e  u se fu ln es s  o f  a ccess in g  to  a d v a n c e d  
m o le c u la r  m ic ro b io lo g ic a l  analysis .
Clonal analysis o f  recurrences
W e  c o m p a r e d  th e  g e n o ty p e s  o f  th e  r e cu r re n t  i so la te s  
o b t a i n e d  d irec t ly  f ro m  th e  s to re d  iso la tes .  W e  f o u n d  d i f ­
fe ren t  .MIRLI types in  t h e  r e c u r re n t  iso la te s  in  5 o f  th e  13 
p a t i e n ts  (3 8 .5 % ;  cases ,A, 1, I, K, L) a n d  id e n t ica l  M lR l l  
types  w ere  d e tec ted  fo r  th e  r e m a in i n g  e ig h t  cases  ( f a b l e  1, 
f ig u re s  1 a n d  2).  A h ig h ly  d i s c r im in a to r y  MIRLI se t  o f  15 
loci w as  a ls o  a p p l ie d  w i th  th e s e  e ig h t  cases a n d  id en t ica l  
p a t t e rn s  for  th e  s e q u e n t i a l  e p i s o d e s  w e re  a g a in  o b t a i n e d  
( d a ta  n o t  s h o w n ) .  In  th ree  o f  th e  p a t i e n ts  w i t h  c lo n a l  d i f ­
fe rences  t h e  iso la tes  d i f fe red  in tw o  o r  m o r e  loci,  i n c l u d ­
in g  o n e  case  w h o s e  s e q u e n t i a l  i so la tes  d i ffe red  in  six loci.
1 h e  p r o c e d u r e s  u su a l ly  a p p l i e d  to  d e te c t  c lo n a l  h e t e r o g e ­
n e i ty  a re  b a sed  o n  low- in te n s i ty  RfTP b a n d s  o r  o n  th e  
an a ly s is  o f  m u l t i p le  s in g le  MTB c o lo n i e s  f r o m  c u ltu re .  
T h e y  a re  c u m b e r s o m e ,  r e q u i r e  expert ise  a n d  c a n n o t  p r o ­
v id e  a q u ick  a n s w e r  in a real c linical se t t ing .  Recently ,  a 
n o v e l  g e n o ty p in g  m e th o d ,  MlRLl-VN 1 R ) 12), h a s  b e e n  
p r o p o s e d  as a n  a l te rn a t iv e  t o  simplify ' a n d  o p t i m i z e  t h e  
d e te c t i o n  o f  c lo n a l  c o m p le x i ty  d i rec t ly  f r o m  c u l tu re
In th is  s tudy ,  w e  e v a lu a te  t h e  e ffic iency  o f  M lR Ll-V N fR  at 
p r o v id in g  a ra p id  a n sw e r  to  a f r e q u e n t  r e q u e s t  b y  c lin i ­
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T a b le  I : C h aracteristic s  o f  th e  p a t ien ts . IVDU: in tra v en o u s  drug u ser
PATIENT SEX AGE RISK FACTORS EPISODES' EVIDENCE OF 
N O N ­
ADHERENCE TO  
THERAPY
CLONAL
HETEROGENEIT
Y
A Female 44 9 ( 4 ) + +
B Male 50 IVDU 2 +
C Male 46 4 ( 2 )
D Male 45 HIV+, IVDU, 
Prison
2 +
E Male 28 3 +
F Male 57 Alcoholism 4 ( 3 )
G Male 52 Alcoholism 2 +
H Male 32 HIV+, IVDU 4 +
1 Female 31 HIV+, IVDU 2 +
J Male 46 HIV+, IVDU 2 +
K Male 46 HIV+, Alcoholism 2 +
L Male S3 IVDU. Alcoholism. 
Prison
3 (2 ) +
M Male 53 2
‘ : Tlie number o f  episodes with MTB isolates that could be analyzed by MIRU-VNTR are indicated in brackets.
c ians ,  t h e  d i s c i i n i in a i io n  b e tw e e n  reac t iv a t io n  a n d  e x o g e ­
n o u s  re in fe c t io n  in re cu r re n t  cases.  R ecurrence  is n o t  a n  
a n e c d o ta l  a sp e c t  o f  TB, a n d  b e tw e e n  1 a n d  1 1% o f  cases 
h a v e  a s e c o n d  recu rren t  e p i s o d e  ( 7 %  in o u r  co n te x t ) .  
R apid  id e n t i f ic a t io n  o f  re c u i ie n c e s  cau sed  by  e x o g e n o u s  
re in fe c t io n  c o u ld  in l lu e n c e  t h e r a p e u t ic  a n d  e p i d e m i o l o g ­
ical d e c i s io n s  b e ca u se  su s c e p t ib i l i ty  c o u ld  b e  d i f fe re n t  a n d  
th e  p a t i e n t  s h o u l d  b e  c o n s id e r e d  a nevv case. Besides, 
w h e n  a case  is a s s u m e d  to  b e  a re lapse ,  ra p id  i n f o r m a t io n  
o n  e x o g e n o u s  re in fec t io n  by  a s t ra in  s p r e a d in g  in  the  
c o m m u n i t y  c o u ld  i n d ic a te  n e w  re c e n t - t r a n sm is s io n  
ro u tes  a n d  g u a r a n t e e  r igor  in th e  a s s ig n a t io n  o f  c lu s te rs  
i n d ic a t in g  o n g o i n g  t r a n s m is s io n  even ts .
W e  e v a lu a te d  th e  e ffic iency o f  .MIRU-VNTR in s tu d y in g  
th e  c lo n a l  c o m p o s i t i o n  o f  a se lec t io n  o f  r e c u r re n t  cases b y  
a n a ly z in g  o u r  co l le c t io n  o f  f ro z e n - s to re d  iso la te s  directly ,  
w i t h o u t  s u b c u l tu r in g  th e m  o r  p u r i fy in g  DNA for  the  
m o le c u la r  s tudy .  It is c o m m o n  in th e  c l in ica l  c o n te x t  th a t  
.M l B is c u l t u r e d  f ro m  a p a t i e n t  w h o  h a d  a p re v io u s  TB e p i ­
s o d e  a n d  th e  iso la te  f r o m  th e  first e p i s o d e  is a v a i lab le  in 
th e  s i r a in -c o l l e c t io n  o f  th e  m ic r o b i o lo g y  d e p a r t m e n t .  
H o w ev e r ,  it is r e q u ire d  to  s u b c u l tu r e  the  s to re d  iso la te  
b e fo re  p e i f o r m i n g  th e  c o m p a r a t iv e  ana lys is ,  w h ic h  m e a n s  
a great  d e lay .  The des ig n  w e  e v a lu a te  offers t h e  p o s s ib i l i ty  
o f  a n a ly z in g  s to i e d  iso la tes  d irectly ,  in o r d e r  to  r a p id ly  
d i s c r im in a t e  b e tw e e n  l e a c t iv a t io n  a n d  e x o g e n o u s  re in fec ­
t ion .
Tor 29 o f  t h e  32 selected  iso la te s  w e  o b t a i n e d  d a t a  ( in  at 
least 10 o f  the  12 loci s tu d ie d ) ,  w h ic h  s h o w s  th e  h ig h  
p o w e r  o f  r e s o lu t io n  o f  .MIRU-VNTR t y p in g  in  th is  c h a l ­
len g in g  se t t ing .  In  s o m e  cases,  c e r t a in  loci  fa iled  to  be  
a m p l i f ie d  d i rec t ly  f ro m  t h e  s to re d  iso la tes ,  a n d  th e y  c o u ld  
b e  a m p l i f ie d  f r o m  n e w  s u b c u l tu re s ;  h o w e v e r  w e  h a v e  p r e ­
ferred  to  s h o w  o n l y  th e  resu l ts  o b t a i n e d  f r o m  th e  d i rec t  
a m p l i f ic a t i o n  o f  s t o r e d  iso la tes .  In t h e  case  o f  th e  tw o  loci 
t h a t  c o u ld  n o t  b e  o f t e n  a m p l i f i e d  ( loci 10 a n d  16), w e  h a d  
p re v io u s ly  o b s e r v e d  ( d a ta  n o t  s h o w n )  th a t  they' w e re  less 
e ff ic ien tly  a m p l i f i e d  e v e n  w i th  p u r i f ie d  D N A  sa m p le s .  A 
r e m a r k a b le  fea tu re  is t h a t  t h e  an a ly s is  c o u ld  b e  p e r fo r m e d  
ev en  w i th  i so la te s  s to re d  o v e r  a lo n g  p e i io d  ( s tu d y  p e r io d :  
1 9 9 0 - 2 0 0 6 )  a n d  m o s t  o f  t h e m  w e re  success fu l ly  a m p l i ­
fied.
T h e  13 p a t i e n ts  in  o u r  s t u d y  p o p u l a t i o n  y ie ld e d  5 cases 
w i th  s o m e  d e g re e  o f  c lo n a l  h e te ro g e n e i ty .  In th re e  o f  th ese  
cases ( p a t i e n t s  1, I, K) c h a n g e s  in  tw o  o r  m o r e  loci w e re  
o b se rv e d  b e tw e e n  th e  re c u r re n t  iso la tes ,  su g g e s t in g  a n  
e x o g e n o u s  r e in fe c t io n  w i th  a d i f fe re n t  s t ra in .  T h ese  resu lts  
w e re  c o n f i r m e d  by  th e  c lear ly  d i f fe re n t  R T IP types  a n d  
sp o l ig o ty p e s  a f te r  s u b c u l tu r i n g  a n d  a n a ly z in g  t h e  s a m e  
iso lates .  It is w o r t h  n o t i n g  t h a t  in  tw o  o f  t h e s e  th re e  cases, 
re in fe c t io n  w a s  a s so c ia te d  w i th  a c h a n g e  in  t h e  s u s c e p t i ­
b i l i ty  p a t te rn s ,  f r o m  a  s u s c e p t ib le  s t r a in  to  a n  IN H -res is t-  
a n t  s t ra in ,  3vhich is h ig h ly  re le v an t  for th e ra p y .  T h e  
p a t i e n ts  a n a ly z e d  in  th is  s tu d y  \vere  d i f fe re n t  to  t h o s e  
se lec ted  in  a p r e v io u s  r e p o r t  | 5 |  ( 3 3 %  re in fe c t io n s )  an d ,  
aga in ,  t h e  ra tes  o f  re in fe c t io n  ( 2 3 % )  w e re  h ig h e r  t h a n  
e x p ec ted  for a c o n te x t  w i th  a m o d e r a t e  i n c id e n c e  o f  TB. 
T h e  g o o d  c o r re l a t i o n  b e tw e e n  V N TR -M IR U d a ta  a n d  
R T I .P /sp o l ig o ty p in g  in d ic a te d  t h a t  d i f fe re n ce s  in a sm a l l  
n u m b e r  o f  loci ( in  o u r  case, tw o )  c o u ld  id e n t i fy  d i f fe re n t  
s t ra in s  w i t h o u t  r e q u i r i n g  s t a n d a r d  g e n o ty p i n g  analys is .  In
P a g e  3 o f 7
(page number not for citation purposes)
107
A n â lisis  c lonal râpido de TB récurrente por M IR U -V N T R
BMC M icrobiology  2 0 0 7 , 7 :7 3 http://\v'AVv.biomedcentral.com/1471-2180/7/73
Episodes Drug susceptfciKty MRU4ype RFLP-type Spoligotype
P.\TItN T
I
EPISODE 1 Susceptible 1 1 I I I  1 ■ I  ! ■EPISODE 2 INH R, STR R — s - r m i n . 1  I I I .  H U !  1 . . - .................n
PATIENT
J
Episodes Drug susceptitiillty MIRU-type RFLP-type Spoligotype
EPISODE 1 Susceptible [ ^ 4 3 2 6 1 5 3 3 n i l  m i l  I I  I I  
n i l  n i l  I I I  1 1EPISODE 2 Susceptible [T|2 4 3 26 1 53 3Z [^
PATIEN!
K
Episodes Drug suscepthiUty MIRU-type RFLP4ype Spoligotype
El'ISODE 1 Susceptible 2 2 | _ 0 g l 5 3 3 2 2
i l l " 1 l l " , 'EPISODE 2 INH-R 2 2 | _ | § 1 5 3 3 2 2
Figure I
Susceptibility and genotyping fea tu res  o f  the  isolates f ro m  cases w ith  reinfections.  Differences in th e  MIRUtypes a re  bo x e d
th is  sense ,  a rece n i  s tu d y  in S h a n g h a i  |2 0 )  f o u n d  th a t  d i f ­
fe rences  e v e n  in o n l y  o n e  t a n d e m  r e p e a t  in  a s in g le  MIRLI 
lo cu s  e n a b l e d  t h e  i d e n t i f ic a t io n  o f  r e in fe c t io n s  t h a t  w e re  
la te r  c o n f i r m e d  b y  Rl’l.P.
.A lthough  th is  s t u d y  a n a ly z e d  r e c u r re n t  cases  t o  d i s t i n ­
g u i sh  r e in f e c t io n  f r o m  re a c t iv a t io n  w e  f o u n d  in d i r e c t ly  
t h a t  th e  .MIRLl-VN 1 R a p p r o a c h  s u c c e e d e d  in  d e te c t i n g  
c lo n a l  c o m p l e x i t y  o t h e r  t h a n  re in fe c t io n .  VVe id e n t i f ie d  
a n o t h e r  t w o  cases  w i th  c lo n a l  h e te r o g e n e i ty  ( p a t i e n t s  .A 
a n d  1.) b u t  o n l y  s u b t l e  d i f fe re n ce s  in  o n e  lo c u s  w e re  
d e te c te d .  O n e  o f  t h e  cases (1.) h a d  o n l y  6 b a n d s  in th e  
R1 T P ty p e  a n d  it c o u ld  be  a n o n  c lo n a l  case  [ 2 1 1.1 lo w e v e r ,  
th e s e  p a t i e n t s  c o u ld  a l s o  be  l ike ly  e x a m p le s  o f  m i c r o e v o ­
lu t io n s  l e a d i n g  to  t h e  a p p e a r a n c e  o f  c lo n a l  v a r ia n ts  m o r e  
t h a n  e x a m p l e s  o f  re in fe c t io n s ,  a l t h o u g h  a p p e a r a n c e  o f  
c lo n a l  v a r ia n t s  l in k e d  to  MlRLl-VN 1R m ic r o e v o l u t io n  
e v e n t s  h a s  b e e n  f o u n d  to  b e  r a th e r  i n f r e q u e n t  in  o t h e r  
s tu d ie s  ( 2 -6T b  o f  th e  c lo n a l  c a s e s ) |22 ] .  T h e s e  r e c u r r e n t  
i so la te s  s h a r e d  id en t ica l  R IL P  a n d  sp o l ig o ty p e s  w h i c h  
su g g es ts  t h a t  M lRLl-VNPR h a s  a  h ig h e r  s e n s i t iv i ty  for  
d e te c t i n g  su b t l e  g e n e t ic  d i f fe ren ces ,  a l t h o u g h  o t h e r  s t u d ­
ies | 1 4 |  h a v e  s h o w n  th a t  .MIRLI fa i led  t o  d e te c t  s u b t l e  d i f ­
fe ren ces  in  Rl I .P types. T h e  a p p e a r a n c e  o f  c lo n a l  v a r ia n t s  
in  t h e  c o n te x t  o f  a n  in fe c t io n  is n o t  u su a l ly  c o n s id e r e d  r e l ­
e v a n t  b u t  A\e r e p o r t  t h a t  it c o u ld  b e  s ig n i f ic a n t  as  s e e n  in 
a c ase  in fe c te d  b y  t w o  c lo n a l  v a r ia n ts  w i th  h ig h  g e n o ty p ic
s im i la r i ty  b u t  w i th  d i f fe re n t  in fec t ive  b eh av io u rs ;  o n l y  
o n e  o f  t h e m  w as  a b le  to  in fec t  t h e  C N S  w h e rea s  t h e  o t h e r  
w a s  re s t r ic ted  to  th e  r e sp i r a to ry  si te  | 9 | .  T h e  p o  e n tia l  d i f ­
fe ren t ia l  a b i l i ty  to  c ro ss  t h e  b l o o d - b r a i n  b a r r i o  b e tw e e n  
b o t h  c o in f e c t in g  v a r ia n ts  is n o w  b e in g  analyzed .
T h e  s i t u a t i o n  o f  o n e  o f  t h e  p a t i e n t s  w h o m  clonal  v a r ia n ts  
w e re  f o u n d  (case  A) w as  c o m p le x ,  w i th  a l ikely c o m b i n a ­
t i o n  o f  m ic r o e v o l u t io n ,  c o in f e c t io n  a n d  c o m p é t i t i o n .
1 lere, o u r  resu l ts  c o u ld  i n d ic a te  t h a t  f r o m  a n  init ial  s t r a in  
r e s p o n s i b l e  for  th e  first  e p is o d e ,  a n o t h e r  c lo ra i  v a r ia n t  
w a s  o r ig in a t e d  by  g e n e t ic  drif t.  1 h e  a p p e a r a n c e  a f  th is  s e c ­
o n d  c lo n e  c o u ld  b e  a s so c ia te d  w i t h  th e  a c q u is i t io n  o f  
r e s i s t a n c e  to  p y r a z in a m id e .  B o th  c lo n a l  va r ian ts  c o i n ­
f ec ted  th e  p a t i e n t  o v e r  fo u r  y e a rs  a n d  finally, the  o r ig in a l  
c lo n e  c o m p e t e d  w i th  th e  m ic r o e v o lv e d  c lone  a n d  t h e  
i n f e c t io n  reco v e red  its in i t ia l  c lo n a l  h o m o g e r e i t y ,  w i th  
o n l y  th e  in i t ia l  c lo n e  in fe c t in g  th e  p a t ie n t .  I lotvex'er, it 
c o u ld  a l s o  b e  c o n s id e r e d  th a t  t h e  a b s e n c e  o f  tiae s e c o n d  
c lo n e  in t h e  last  s p e c im e n  w a s  c a u s e d  b y  a s a m p l in g  effect.  
A n w a y ,  th is  in te r e s t in g  case  s h o w s  th a t  M lB  in fe c t io n  
c o u ld  b e  a v e iy  d y n a m i c  p ro c e s s  in c lo n a l  terms.
O u r  s a m p l e  m ig h t  b e  c o n s id e r e d  t o o  sm a l l  to  e n a b l e  
c lo n a l  h e te r o g e n e i ty  to  b e  d e te c te d ,  n e v er tae les s  w e  
d e te c te d  a h ig h  p e r c e n ta g e  o f  t h e s e  cases w h ic h  su ggests  
th a t  c lo n a l  v a r ia b i l i ty  c o u ld  b e  d e te c te d  m o r e  f req u e n t ly
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Episodes Drug susceptibility MRU-type RFLP-type Spoligotype
PATIEN I 
L
EPISODE 1 SiLscepilile 22 3._ 261 5 3 3 2 § M i l l
El'ISODE 2 Sa<u:cpiible 22 3 _ 261 5 3 3 2 § 11 1 1 1
Episodes Drug suscepttbHKy MRU-type RFLP-type Spoligotype
IN H  R . R I F - R 2 2 3 5 2 0  1 5 3 3 2 2 Mot available Mot available
PATIL-NIA
N H - R .  R I F - R 22 3 5 25,-81 5 33 2 2 I I  I I I
IN H -R . R IT 4 t.  P Z A -R 22 3 5 25/81 5 3 3 2  2
I N H - R ,  R I F - R .  P Z A - R 22 3525/81 5 3 3 2  2
I N H - R , R I F - R .  P Z A - R 2 2 3 5 2 0 1  5 33 2  2
Figure 2
Susceptibilic) and genotyping features from cases with subtle changes in the clonal com position  o f the isolates. D ifferences in 
the MlRUtypes are boxed
t h a n  expec ted .  .Moreover, the  c lo n a l  c o m p le x i ty  d e tec ted  
in th is  s tu d y  reveals o n ly  a p a r t  o f  t h e  real s i t u a t io n  d u e  to 
a p o t e n t i a l  u n d e r d e t e c t io n  o l  c lo n a l  h e te r o g e n e i ty  c au sed  
b y  i) th e  f a a  t h a t  we c o u ld  n o t  o b t a i n  i n f o r m a t io n  f rom  
tw o  loci in  m a n y  cases, ii) th e  n o t io n  t h a t  MIRLI 12 has  
lo w  d i s c r im in a to iy  p o w e r  c o m p a r e d  w i th  a recen tly  d e v e l ­
o p e d  v e rs io n  w i th  15 loci  123,24],  a n d  iii) the  p o te n t i a l  
s e le c t io n  o l  c er ta in  M l B  c lo n e s  th a t  c o u ld  b e  p i e s e n i  in 
c l in ica l  s p e c im e n s  b u t  th a t  c o u ld  b e  c o u n te r s e le c te d  a n d  
m a s k e d  afte r  cu ltu re .
Conclusion
In su m n ia iy ,  MlRLl-VN 1R is an  e ffic ient  t e c h n i q u e  for 
s tu d y in g  the  c lo n a l  c o m p o s i t i o n  o f  M TB ev en  in c h a l l e n g ­
in g  l a b o r a tc iy  c i r c u m s ta n c e s  su c h  as th e  d irec t  a n a ly s is  o f  
f ro ze n -s to re d  iso la tes  w i t h o u t  s u b c u l tu r i n g  t h e m  o r  p u r i ­
fy ing  DN A. It o ffers  t h e  p o s s ib i l i ty  o f  ra p id ly  a n s w e r in g  
c lin ica l  re q u es ts  for i d e n t i f ic a t io n  o f  e x o g e n o u s  re in fec ­
t io n ,  r e a c t iv a t io n  o r  c o in fe c t io n  d u r i n g  t h e  i n fe c t io n  o f  
p a t i e n t s  w i th  re cu r re n t  I B.
Methods
Patients
VVe a n a ly z e d  p a t i e n ts  f ro m  th e  g e n era l  p o p u l a t i o n  w i th  
tw o  o r  m o r e  I B e p is o d e s  (.M TB-positive c u l tu re )  a t  least  
six m o n t h s  apar t ,  d u r in g  th e  p e r io d  1 9 9 0 - 2 0 0 6 .  f r o m  th e  
3 2 3 7  cases w i th  f ro ze n -s to re d  M l B  c l in ica l  iso la te s  for 
t h a t  p e r io d  o f  t im e ,  58 ( 1 .8 % )  w e re  r e c u r re n t  cases, f ro m  
th ese ,  w e  se lec ted  13 cases (all  a u t o c h t h o n o u s  S p a n i sh  
cases)  th a t  w e re  rep re se n ta t iv e  o f  a d i f fe re n t  n u m b e r  o f
e p i s o d e s  w i th  d i f f e re n t  in te rva ls  b e tw e e n  e p iso d es .  All b u t  
o n e  (u r in e ,  case  I) c o r r e s p o n d e d  to  r e s p i r a to iy  sa m p le s .
Samples
T h e  s to re d  f ro ze n  s a m p le s  c o n ta i n e d  tw o  lo o p fu ls  o f  M TB 
c u l tu re  s u s p e n d e d  in 1.5 m l  o f  s to ra g e  m e d i u m  (7119 
M i d d l e b r o o k  4 .7  g /m l ,  s u c ro se  59b, g ly ce r in  29b, O A D C  
1(1%). The f ro ze n  s a m p le s  h a d  b e e n  s to re d  a t  -7 0 C  f ro m  
c u l tu re  u n t i l  ana lys is .
MIRU-VNTR typing
DN,A w as  e x trac ted  b y  s o n ic a t i o n  in  a w a t e i - b a i h  so n ic a  
to r  ( C e n P r o b e )  as d e s c r ib e d  e ls e w h e re  ]25].  B e tw een  5 0 0  
a n d  7 0 0 p l  o f  t h e  s to r e d  c u l tu re  w a s  so n i c a t e d  for se v en  
m i n u t e s  in  t h e  p r e s e n c e  o f  1 0 6 - m ic r o m e ie r s  glass b e a d s  
(SICM.A). DN.A w a s  n o t  p u r i f ied .  5 m ic ro l i t e r s  o f  th e  c r u d e  
extract w a s  u se d  fo r  t h e  ty p in g  assays  b y  MlRLl-VNTR 
u s in g  th e  12-loci  f o r m a t  ] 12]. A m p l i f i e d  p r o d u c t s  w e re  
r u n  in a  29b .MS8 a g a ro se  gel ( P r o n a d i s a ,  M a d r id ,  S p a in )  
fo r  16.5 h o u r s  at  7 5 \ '  to  c a lcu la te  t h e  n u m b e r  o f  t a n d e m  
r e p ea ts  fo r  e ach  locus .
The p o te n t ia l  i n v o lv e m e n t  o f  l a b o r a to r y  c r o s s - c o n ta m in a ­
t io n  in  t h e  m i s a s s ig m e n i  o f  g e n o ty p e s  w a s  ru led  o u t  by  
c o m p a r in g  th e  g e n o ty p e s  o f  all th e  iso la te s  c o p ro c e s se d  
( w i th in  a 3 -day  p e r io d )  in th e  l a b o r a to i y  for e ac h  o f  th e  
s a m p le s .
1561 lO-RFLP and spoligotyping
Tor th e  cases in  w h i c h  MIRLI ty p in g  d e te c te d  g e n o ty p ic  d i f ­
fe rences  b e tw e e n  th e  i so la tes  f ro m  t h e  re c u r re n t  e p is o d e s .
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a d d i t i o n a l  ty p in g  by  1S6110-RTl.P a n d  s p o l ig o ty p in g  w as  
p e r fo r m e d .  Tor th is  p u rp o s e ,  t h e  s to r e d  c linical M TB i so ­
lates w e re  s u b c u l tu r e d  in T o w e n s te in - le n se n  s l a n ts  for 
th r e e  weeks ,  DN.A w as  p u r i f ie d  f ro m  th e  c u l tu re  a n d  RTTP 
a n d  s p o l ig o ty p in g  w e re  p e r f o r m e d  f o l lo w in g  s t a n d a r d  
p r o c e d u r e s  |2 6 , 2 7 | .  C o m p u te r - a s s i s t e d  an a ly s is  o f  f in g e r ­
p r in t s  teas  carr ied  o u t  u s in g  B io n u m e r ic  5.1 so f tw are .
Susceptibility test
Su sce p t ib i l i ty  te s t in g  a g a in s t  i so n iaz id ,  r i f a m p in ,  s t r e p t o ­
m y c in ,  p y r a z i n a m i d e  a n d  e t h a m b u t o l  w a s  p e r f o r m e d  
u s in g  th e  m y co b a c te r ia l  g r o w th  i n d ic a to r  SIRT sy s te m  
(B e c to n  D ic k in s o n ) .
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OBJETIVO 4:
Analizar si el cultivo de las muestras clmicas puede modificar la 
composicion clonal de M. tuberculosis presente en las mismas.
I l l
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La composicion clonal de M  tuberculosis presente en las 
muestras clmicas puede verse modifîcada tras su cultivo
En revision en Tuberculosis (enviado en Diciembre de 2009).
RESUMEN
La aplicacion de herramientas moleculares ha desvelado que la infecciôn por M. 
tuberculosis es mas compleja de lo que inicialmente se asumia. Las técnicas de 
genotipado se aplican generalmente sobre aislados cultivados, no teniéndose informacion 
acerca de la complejidad clonal bacteriana existente en las muestras clmicas y de si los 
procedimientos habituales de cultivo pueden modificar esta complejidad. Ln este estudio 
se realize un ensayo in vitro para aclarar si el cultivo puede modificar la complejidad 
clonal presente en las muestras clmicas. Ln este ensayo, se combinaron cepas de M. 
tuberculosis (10 parejas) o esputos con baciloscopia positiva (4 pare)as) en distintas 
proporciones. Ll ADN extraido de cada una de las mezclas antes y despues del cultivo 
file genotipado por MIRU-VNTR con el fin de detectar cambios potenciales en las 
proporciones de cada una de las cepas combinadas.
Ln 6/10 parejas de cepas y en 2/4 parejas de esputos se observaron cambios 
marcados en la composicion clonal tras el cultivo; estos cambios tuvieron lugar incluso 
en mezclas de cepas con diferente patron de sensibilidad. Ln algunos de los casos solo 
una de las cepas de la pareja fue detectada tras el cultivo. Lstos resultados sugieren que la 
complejidad clonal inicial en las muestras clmicas podna estar subestimandose si el 
genotipado se realiza tras su cultivo. Ls necesario optimizar las técnicas de genotipado 
para que puedan ser aplicadas al anâlisis directo de las muestras clmicas para poder 
establecer la dimension real de la complejidad clonal en la infecciôn por M. tuberculosis.
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Abstract
Background: The application o f molecular tools lias revealed that infection by 
Mycobacterium tuberculosis (MTB) is more complex than initially assumed. 
Genotyping is generally perfoiined on cultiues. However, there is no infoiination about 
bacteiial clonal complexity in clinical specimens or whether standard culture procedures 
can modify tliis complexit}^
Methods: An in vitro assay was perfoiined to detemiine whether cultiue can modify the 
clonal complexify of the MTB population in clinical specimens. Riirs of MTB strains 
(10 pairs) or stain-positive sputa (4 pairs) were mixed in different volumetric 
proportions. The DNA extiacted from the mixtuies before and after culture was 
genot\ped using mycobacterial interspersed repetitive unit-variable-number tandem 
repeat analysis to detect potential changes in the proportion of the mixed strains.
Results: hi 6/TO pairs o f IMTB strains and 2/4 pairs of sputa, marked changes were 
obseiwed in clonal composition after culture, even in mixtuies of strains differing in 
their diiig-susceptibilify patterns. In some cases, only one of the mixed strains was 
detected after culture.
Conclusions: The initial clonal composition in bacteriologically complex clinical 
specimens could be underestimated if genofyping analysis is perfoiined after culture. 
Genotyping stiategies aimed at analyzing clinical samples must be optimized to reveal 
the real dimension of clonal complexity in infection by MTB.
Ke}words: Tuberculosis. Clonal complexify. Genotyping. MIRU-VNTR.
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Introduction
It is traditionally assumed that infection by Mycobacterium tuberculosis (MTB) 
involves a single strain. However, in recent years, the application o f genotyping tools 
(initially developed for epidemiological piuposes [1-4]) to the analysis o f  the bacterial 
populations in specific clinical cases has revealed that the clonal composition o f the 
bacterial populations involved in some cases of tuberculosis is more complex than 
initially assumed. Different clonally complex phenomena have been obseiwed. including 
mixed infections with more than one strain [5-8] and different strains infecting 
independent anatomical sites [9] or different sites within the hmg [10].
As the concept o f clonal complexity has gained ground, it has been suggested 
that standard proceduies in clinical microbiology laboratories could be underestimating 
such phenomena. Some studies have suggested that several serial isolates per episode 
should be analyzed to improve detection of clonal heterogeneity [11-13].
Unfoitunately, conventional genotyping tools are not sensitive enough to 
analyze clinical samples directly, and most studies have applied them only on cultiued 
isolates [4. 14, 15]. In this study\ we used mycobacterial interspersed repetitive unit- 
variable-number tandem repeat (MIRU-\TsfTR) genotyping in in vitro combinations of 
MTB strains and respiratoiy samples to explore whether standard cultiue procedures 
could be masking the clonal complexity of the clinical samples.
118
E fecto  d el cu ltivo  en la com pleiidad  clonal de M  tuberculosis
Materials and Methods
lu  vitro combination assays
Combination of cultured strains oïM ycobacterium  tuberculosis
MTB strains were grown in 7H9 broth liquid media (Difco™ Middlebrook, 
Becton Dickinson, Sparks. Maiyland, USA) supplemented with 10% albimiiii-dextrose- 
catalase (Becton Dickinson) and 0.05% Tween 80. The bacterial load in each culture 
was estimated by measuring optical density; (OD) values using a CO 8000 Biowave 
Personal Cell Density; Meter (WPA. Bioclnom Ltd). Pairs o f strains with equivalent OD 
values were combined in different volumetric proportions (90:10, 10:90, 95:5. 5:95, and 
50:50: in a final volume of 1 ml). Two hundred microliters of these mixtuies was 
cultured in either Lowenstein-Jensen slants or 7H9 broth liquid medium for 2-3 weeks.
In all the mixtuies. the MIRU-types of the isolates were known before the 
analysis (with allelic variations in at least 4 to 8 loci) to ensure that genotypically 
different strains were combined.
Combination o f respiratory samples
Decontaminated stain-positive sputa were selected hom our frozen-specimen 
collection. The MIRU-type of the strains isolated from each sputum specimen was 
known, because they had previously been genotyped for epidemiological piuposes and
119
E fecto  del cu ltivo  en la com p leiid ad  clonal d e  M. tuberculosis
were all different. The MIRU-ty pes o f the strains in each pair showed differences in at 
least 5 to 12 loci.|
Tlie sputa were centrihiged at 3500 ipm  for 15 mill at 4®C. The pellet was 
resuspended in 500 pi o f  phosphate buffer saline, o f  wliich 100 pi was inoculated in 
7H9 broth liquid m edium  to test the viability o f  the bacilli, and the remaining 400 pi 
was used in the com bination assays. Suspended pellets w ith an equivalent bacterial load 
estim ated by fluorescence m icroscopy were m ixed in pairs. Tlie final volume o f  each 
m ixture was 800 pi. and 200 pi was cultured in 7H9 broth liquid medimii for 2-3 weeks.
Genotypic analy sis of the /// vitro  m ixtures
We perfoiined tivo ty pes o f  analysis in order to detect potential changes after
/ 6 ^
cultuie in the proportion o f the com bined strains from each pair. Initially, we followed a 
“direct'’ approach by applying MIRU-VTsUR anafysis directly to the mixtures before 
and after cultuie in order to obtain qualitative infoniiation about the potential changes 
caused by* culture. Next, we followed a “refined” approach, by genotyping multiple 
independent colonies obtained after plating each m ixtiue before and after cultuie. This 
allowed us to obtain more precise quantitative data about the relative proportions o f the 
com bined strains in each pair and to define the magnitude o f the changes after cultuie.
Direct approach
M IRU-\7NTR analysis was perfoiined directly on 800 jil o f  the initial mixtuies 
(inoculum ) and also on a loopfiil o f  the culture obtained after incubation o f  the 
inoculum  in Low enstein-Jensen slants for 2-3 weeks (culture). DNA was extracted by
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boiling the suspensions for 10 min: 5 pi o f  the extract was used for M IRU-VKTR 
analysis following standard proceduies [16]. We selected only one o f the five multiplex 
polymerase chain reactions (PCRs) in the M IRU 15 foiiiiat to detect potential changes in 
the strain mixtiues. We ensiued that the multiplex PCR selected included at least 2 loci 
at wliich the strains showed differences. The amplified products were analyzed by 
capillary* electrophoresis [16] and. only in certain cases, by agarose gel electiophoresis. 
Qualitative changes in the proportion o f the strains after culture were evaluated by 
comparing the amplification signal for each o f the combined strains.
Refined approach
The refined approach was perfoiined on a selection o f pairs o f  M TB strains and 
on all the mixtures o f sputa. Serial dilutions were obtained directly from the initial 
mixtures (inoculum) and from the cultures obtained after 2-3 weeks in 7H9 broth liquid 
m edium (culture). These serial dilutions were plated on 7H11 agar plates (Difco^^^ 
Mycobacteria, Becton Dickinson) supplemented with lO /^b oleic acid-albiunin-dextrose- 
catalase (Becton Dickinson). Thirty independent colonies were picked from the plates 
and inoculated in liquid media in M ycobacteria Growth Indicator Tubes (Becton 
Dickinson) for 2 weeks. One m illiliter o f  these cultures w as used for DNA extraction 
and M IRU-VNTR analysis. The DNA was extracted following the same procedure as 
described for the direct approach, and M IRU-typing was peiTomied in only  ^ one locus 
selected fiom  those in which the strains differed. The amplified products w^ere nm  in an 
M S8 2^0 agarose gel (Pronadisa. Madrid. Spain). According to the allele identified in 
each o f the single-colony* cultiues, w e detenniiied the relative proportion between the
two strains in each pair before and after culture.
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M easurement of growth rates
Growth rates were calculated for the MTB strains involved in those mixtures 
that showed marked modifications in the relative proportions of the mixed strains after 
cultuie.
Each strain was cultured in 7H9 broth after adjusting the inoculum (day 0) to an 
OD value o f 0.2 using a CO 8000 Biowave Personal Cell Density Meter (WTA, 
Bioclnom Ltd). Tlie bacterial load of the cultiues at days 0 and 7 was calculated by 
plating serial dilutions on 7H11 agar plates and counting the colony-foiiniiig units 
(CPUs) obtained. Tliese values were used to calculate the giowTli rate for each strain, 
defined as the slope of the line on a gr aph of logio CFU/nil versus time.
Additional genotyping
Additional genotyping by IS6110-restiiction fragment length polyinoiphism 
(RFLP) [1] was perfoiined in some cases to evaluate whether modifications in the 
clonal composition o f some nixtures caused by culture could lead to misassignation of  
fmgeiprint patterns.
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Results 
Evaluation of changes in the clonal composition of mixtures of MTB strains
Oiu' first objective was to define a model to rapidly screen potential changes in 
the clonal composition o f MTB bacilli in clinical specimens after standard culture 
proceduies. For this pmpose we designed an in vitro  assay by mixing pahs o f MTB 
strains. Seven pairs were obtained by mixing MTB strams in 5 different volmnetiic 
proportions (Table 1). We followed a ‘direct approach’ to genotype the DNA extracted 
directly fiom  each imxtiue, both before and after culture.
In tlnee pairs (pairs A-G. B-C, and E-F), we detected no qualitative changes in 
the proportion o f strains after culture (Table 1). However, marked differences in the 
proportions were obseived in the remaining 4 pairs (Table 1). hi these, inversions were 
obseiv ed in the relative proportions of the mixed strains and, in some pahs, even only 
one o f the two mixed strains was detected after culture (Table 1). These results were 
detected by capillary electrophoresis analysis (Figure 1). although, in certain cases, the 
magihtude o f the changes was so high that they could even be detected by conventional 
agarose gel electrophoresis (Figiue 1).
Once changes in clonal composition had been detected after cultiue o f some o f 
the assayed nhxtures, we evaluated whether these changes could also take place when 
strains with different diug-susceptibility patterns were nhxed. We also introduced 
refinements in order to be able to calculate the relative proportion between the two 
strains as acciuately as possible by analyzing multiple independent colomes.
For tlhs pmpose, we selected 3 MTB strains with different diug-susceptibility 
patterns— pansusceptible (PS), isoniazid-resistant (IR). and multidrug-resistant (MDR)
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— and m ixed them in 3 pairs (Table 2), by assaying 3 different volumetric proportions. 
Again, marked changes in clonal composition were obseived after culture o f  4 o f  the 9 
combinations, and these always led to a reduction in (even disappearance of) the 
susceptible-strain.
Evaluation o f changes in the clonal com position o f sm ear-positive sputa m ixtures
We applied an experimental design that was closer to real life bv m ixing stain-
Cl
positive sputa and evaluating potential changes in clonal heterogeneity* after cultuie. To 
do so, we m ixed smear-positive sputa in pairs and cultured them  in broth. Single 
colonies were obtained by plating the mixtures before broth incubation (inoculum) and 
after broth incubation (culture). After genotyping 30 single colonies from both the 
inoculum and culture, we calculated the relative proportion between the com bined 
bacteria. In 2/4 m ixtures (pairs S-T and W-X), m arked changes were detected in the 
ratios after culture (Table 3, Figure 2).
Growth rates o f M TB strains Involved in marked changes
We selected the strains involved in those mixtures where m arked changes were 
obseiwed after cultuie to calculate their growth rates. The growth rates ranged from 0.1 
to 1.57 (Table 4). In  5/8 pairs (pairs N O , S-T, W-X. PS-RI, and PS-MDR), marked 
differences w'ere obseiwed betw een the growth rates o f  the m ixed strains. In all these 
cases, the strains w ith the liighest growth rates were those that had been found to be 
ovenepresented after cultiue.
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Additional genotyping
Finally, it was interesting to ascertain whether the magnitude of the clonal 
changes observed in some of the in vitro combination experiments would be enough to 
cause changes in the IS6110-RFLP patterns.
We selected two pairs o f strains in which changes in the relative proportions had 
been observed after cirlture. The DNA o f the conesponding strains was purified and 
mixed according to the proportions that we had recorded in our experiments before and 
after culture. IS6110-RFLP analysis was performed for these DNA mixtures and 
differences in the RFLP-types were observed (Figure 3).
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Discussion
The application o f  molecular tools to the analysis o f M ycobacterium  
tuberculosis isolates has made it possible to identify examples of clonal complexity in 
circumstances as varied as reinfection with a different NfTB strain as a cause o f  
reciuTence [14, 15. 17], mixed mfections w ith two strains simultaneously mfectiirg a 
single case [5-8], or even rnicroevolution phenomena leading to the appearance o f  
clonal variants from an initial strain [18. 19].
Nevertheless, detection o f clonal complexity* in clinical isolates has several 
limitations: low-intensity bands in the RFLP patterns are difficult to interpret [20], and 
analysis o f  multiple independent colonies is laborious. Besides, we could reasonably 
expect clonal complexity; to be underdetected in most studies, because only a single 
isolate per patient is used for genotyping. Tliis limitation has been criticized by some 
authors, whose studies reveal that the analysis o f several serial isolates per patient 
enables more mixed infections to be detected [11]. A  possible explanation for these 
findings is that not all the infecting MTB strains are equally represented in the clinical 
sample, as stated by Post et al [12]. Moreover, genotypic analysis is generally 
perfbrined on cultured isolates, without considering whether culture procedures could 
lead to imderdetection o f clonal complexity, althougli few authors have examined the 
potential impact o f this approach [13, 21. 22]. To the best o f our knowledge, only 
W anen  et al [5] have applied a pr ocedure to identify genotypic heterogeneity directly in 
clinical samples, and very few experiments have been designed to detect potential
changes in the bacterial composition o f specimens due to culture [23].
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Therefore, we evaluated possible changes in clonal heterogeneity caused by 
culture procedures and explored the clonal complexity* o f MTB by following an easier 
methodological approach than those commonly used. With tliis pmpose, we took 
advantage o f the rapid and easy documentation o f clonal heterogeneity provided by the 
M IR U -\N T R  method. This teclmiqiie can detect a str ain that is undenepresented in a 
mixed infection, even at only* 1% o f the total bacterial population [24], in contr ast w ith 
the 10% required for the detection o f low-intensity* bands in RFLP patterns [20].
First- we used M IR U -\N T R  to genotyqie the DNA extracted directly from all the 
mixtures o f strains. This non-refined approach did not allow us to accurately calculate 
the real ratio between the strains, although it did provide a first rapid and illustrative 
snapshot o f  the changes that were taking place during culture, and it was especially 
suitable for revealing extreme situations where one o f the strains in the rnixtme was not 
detected after culture.|ln such cases, the absence o f amplification products due to low er 
amplification efficiency* at certain loci was ruled out, because the same situation 
occuned at several independent loci in which the strains show*ed differences. The need 
to analy*ze amplification products using capillary* electrophoresis w as supported by* the 
low*er sensitivity* observed in agarose gel electrophoresis, w here one o f  the two mixed 
strains often w*ent undetected if  it was undenepresented. How ever , even conventional 
electrophoresis succeeded in detecting some o f the most dramatic clonal changes.
We improved our' assay by* refining the approach, w hich allowed us to calculate 
the ratios between the strains present in the mixtures as accurately as possible by 
analy*zing multiple independent colonies. Although a good strategy, tliis refining could 
be critized. since, during plating, the bacterial population m ay have undergone an 
additional culture step that could have modified the clonal composition. However, 
Buriieris et al [23] observ ed that differences in the bacteiial composition o f clinical
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samples after culture were lowest wTien they were cultiued oiï solid m edium. (W e m ust 
remember, however, that the authors used different species rather than different strains). 
M oreover, i f  the effect o f  cultiue on clonal heterogeneity* is due to 
interaction competition phenom ena between the strains when they aie cocultiued, the 
potential strain interaction in solid media (where dilutions w ere grow n to obtain single 
colonies) seems higlily improbable.
It is noteworthy that differences in clonal composition after cultiue w ere also 
detected when strains with different dm g-susceptibility patterns w ere mixed. W e 
obseiv*ed marked changes in several o f these mixtures, and w e even foiuid situations 
where the strain that was initially ovenepresented w as not detected after culture. These 
findings could be relevant, since cases o f  coinfection w ith both susceptible and dm g- 
resistant isolates have been described [8. 13].
Finally, we attempted to provide a model that would resem ble real life, by 
w orking w ith stain-positive respiratoiy* samples. First, w e tried to perform  a prospective 
study by directly analyzing clonally complex respiratoiy samples and com paring their 
genotypes with those obtained from  further cultiued isolates. The low* efficiency 
observed in obtaining a NflRU type directly* from a clinical sample and the low* 
frequency o f m ixed infections detected in our context (2.6%) [24] made it difficult to 
detect clonal heterogeneity* in  a respiratoiy sample. Tlierefore, we applied an approach 
based on in vitro  com bination o f  stain-positive sputa and, once again, m odifications in 
the clonal com position o f the specimens after cultiue w*ere detected.
W ie n  we observ ed m odifications in clonal com position induced by culture 
procedures, we evaluated w*hether these changes could also be detected by RFLP. W e 
selected representative strains from  the m ixtures w hose ratios changed after cultiue, and
I we piuified the DNA fiom  these strains to be com bined in the same proportions as in
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the original expeiim ent w ith the stiaiiis. The RFLP pattern obtained fiom  the DNAs 
mixed at the propoitioiis recorded for the iiiociilmii clearly differed from  that obtained 
when the DNAs w ere m ixed at the post-cultiue propoitions. These data indicate that the 
magnitude o f  the post-cultiire modifications was high, as they were also revealed by 
RFLP, which is not as sensitive as M IRU w hen identifying clonal com plexity in 
samples.
Several factors could explain the differences in tlie clonal com position o f some 
o f the m ixtiues after cultiue. First, the susceptibility o f  m ixed strains to the 
decontam ination procedures could differ, although this is only relevant in experiments 
assaying m ixtures o f sputa. Additionally, differences in the growth rates o f  the strains 
involved could be responsible for these changes: this observation is consistent w ith the 
findings o f B uniens et al [23], who showed that m ixed infections are irriderdetected after 
cirlture o f clinical samples, because faster-growing species oirtgrow slower-growing- 
species.
W e rneasiued the gr owth rates o f all the MTB strains involved in those m ixtiues
where m arked changes were observ ed after cultiue. and observ ed differences in 5 pairs.
Strains w ith liigher growth rates were ovenepresented after cirlture: therefore,
incubation time m ust be increased w hen a clorially heterogeneous infection is suspected,
since this could increase the likelihood o f  detecting the slow er-grow ing strain. In our
study, the incubation time was 2-3 weeks because we followed the standard procediue
o f a clinical m icrobiological laboratory. Nevertheless, in 3 pairs where m arked changes
were observed after cultiue, no differences w^ere foimd between the growth rates,
suggesting that clonal modifications after culture niiglit also be due to
interaction com petition betw een the infecting strains when they are cocultured. Tliis
interaction com petition has been found to occiu in experiments using m ixtures o f strains
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to coinfect iiiacrophages in vitro  [25] and in niuiine models [26]. Fm them iore. these 
phenomena could also exist at the extiaceliillar level during in vitro  cultiue. H ie 
interactions could increase the fitness o f  one o f  the str ains to grow faster than the other, 
althougli this would be difficult to prove.
W e observed that in mixtures o f susceptible and resistant str ains the resistant one 
always appears in a higher ratio and, in some cases, the susceptible one even is 
luidetected after cultiue. This contrasts with the traditional assiunption that a biological 
cost is paid for the acquisition o f resistance [27]. However, in a study perform ed by 
Billingtori et al [28] to evaluate the biological cost o f resistance to rifampin, the r esistant 
mutants only showed a subtle decrease in their fitness to grow and one m utant was even 
foimd to exhibit slightly gr eater fitness in broth cultiue than  that obtained for the wild 
t}])e. In our case, we observed a higher growth rate in broth culture for both strains 
harboring resistance mutations than in the susceptible str ain used in their corr esponding 
mixtiues. Tliis could explain their behavior in cocultures containing susceptible strains.
Given that clonal com plexity is increasingly assumed to be higher than initially
thought due to methodological lim itations and the fact that only one isolate is analyzed
[11], our findings are especially relevant at different levels. Tire possibility that culture
affects clonal complexity has both clinical and epidemiological im plications. From a
clinical and microbiological point o f  view, clonal heterogeneity could be
luiderestirnated, thus making it difficult to understand the precise role that reinfections,
m ixed infections, and rnicroevolution phenom ena play in MTB infection, h i addition,
our findings could have special im plications in the study ofreciurences w hen accurate
discrim ination between reactivation and reinfection is required. M oreoi er. at the clinical
level, these findings could affect drug susceptibility tests (DSTs). since the results
obtained horn  cultiues m ay not accurately reflect die resistarice-profile o f  the bacterial
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population in the clinical specimen. In clonally heterogeneous cases, if  both strains are 
not equally represented in the clinical sample and hutlier culture reveals one of them to 
be competed eliminated, it could lead to inacciuacy in the definition o f the real 
susceptibility pattern. The role that m ixed infections play in DSTs is a cause for 
concern, and discrepancies have been found in the DSTs o f serial isolates fiom  the same 
patient [11]. These findings suggest the convenience o f  perfonning DSTs directly from  
clinical samples, because culture results might not always conelate w ith the clonal 
complexity present in the original specimens.
To conclude, oui data show how clonal complexity’ could be underestimated 
after culture. We should be concerned about this finding, particularly in settings where 
clonal heterogeneity is suspected. Optimization o f genoty^ing teclmiques to work 
directly on clinical samples, combined with the analysis o f several serial isolates per 
patient, could help us to minimize this problem.
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Figlues and Tables
Table 1: .Analysis by capillaiy electrophoresis o f the M IRIT\N JTR amplification 
products from the mixed MTB pairs assayed in the direct approach.
Each letter refers to an MTB strain. Tlie relative propoition between the mixed strains in 
each pair in the inoculum and after ailtiue is indicated using capital and lower-case 
letters as follows; XY, both strains equally represented; Xy. strain X is ovenepresented; 
xY, strain Y is ovenepresented. For those cases in wliich one o f the combined strains 
was not detected after culture, only the letter for the persisting strain is shown. Tliose 
combinations where marked changes were obseived after cultiue are highlighted in
y  I  ^grey. The asterisk indicates that the results are shown in detail in Figiueyi.
Table 2: .Analysis by MIRU-ATSTIR typing o f single colonies obtained fiom  the mixed 
MTB pairs assayed in the refined approach. The dnig susceptibility^ pattern o f each o f 
the combined strains is indicated as follows; PS (pansusceptible). IR (isoniazid- 
resistant), MDR (multidmg-resistant). Tlie ratio between the mixed strains before 
(inoculhun) and a fier culture is indicated. Those combinations where marked changes 
were obseived after cultiue are l^ h lig h ted  in grey. Tlie asterisk indicates that the 
results are shown in detail in Figiue 2a.
Table 3: .Analysis by XflRU-ATNTR typing o f single colonies obtained fiom  the mixed 
sputa assayed in the refined approach. The ratio between the mixed strains in the 
inoculum before and after culture is indicated. Those combinations where marked
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changes were obseived after cultiue are h islilisilted in grev. The asterisk indicates that
a, " " " -
the results are shown in detail in Figure ^b.
Table 4: Growth rates o f  the M TB strains involved in p ahs that showed marked 
changes after cultiue. Tlie asterisk indicates the M TB strains that w ere found to be 
ovenepresented after culture w ith respect to the inoculum.
Figure 1: Representative exam ples o f  the results after capillaiy  electiophoresis 
following the direct approach (selected from Table I). A) N o changes in the propoitioii 
o f  the mixed strains (E and F) after culture. B) Qualitative inversions o f  the proportions 
betw een the m ixed strains (N and O) after culture. C) Detection o f  only one o f  the two 
m ixed strains (L and M) after culture. The results obtained before cultiue o f  the 
mixtures (inoculiuii) are shown in the upper panel and those obtained after culture o f  the 
m ixtiues (cultiue) are shown in the lower panel. In those cases where m arked changes 
were obsen  ed (examples B and C), the results obtained by agarose-gel electrophoresis 
for a representative locus (liighlighted with an asterisk) are shown. The amplification 
fragments coiresponding to each strain are indicated in the gel w ith the conesponding 
letter. Lane L m olecular weight marker: lane 2, am plification products.
Figure 2: Examples o f  the representative dynam ics obseived in the refined approach.
2a) No m arked changes in the ratio o f the strains after cultiue: 2b) M arked changes in
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the ratio o f the strains after ciilnue. Each lane shows the am plification product obtained 
from  a single colony. The am plification products conesponding to each snaiii are 
indicated w ith aiiows. The box below each gel summarizes the num ber o f  colonies 
corresponding to each strain and the ratio between them. M, marker.
Figure 3: IS6110-RFLP patterns obtained from  the com bination o f  DNAs according to 
the ratios recorded in the inoculum  and after cultiue for two representative pairs o f  
strains (S and T in panel a: W  and X  in panel B) in the in vitro  com bination 
experiments. The RFLP-types for each single strain are also shown.
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Fig2
2-a No marked changes after culture
cs’o c i i n i c i i n i i E
♦ *  * *
« * #*# # «• ## ### # # # # *
Strain IR: 12 / 27 colonies 
Strain MDR; 1 5 /2 7  colonies 
R.ITIOIR/M DR: 1 /1 .2
Strain IR: 1 8 /2 9  colonies 
Strain MDR: 1 1 /2 9  colonies 
RAH O IR/M D R : 1 .6 /1
2-b Marked changes after culture
LNOCULOI CULTURE
Strain S: 20 / 30 colonies 
Strain T; 1 0 /3 0  colonies 
R.UTI0S/T:2/1
Strain S: 1 / 26 colonies
Strain T: 25 / 26 colonies
RATIO S /T : 1 / 25
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î  1  i 1 4
S - T (inoculum) 
Ratio S/T: 2/1
S - T (culture) 
Ratio S/T: 1/25
3-b
A l
t  t t  r
- k -  , : ! #  # . i
w
w  - X (inoculum) 
Ratio W X: 4.1/1
W  - X (culture) 
Ratio W X: 1/6
X
Table 1
Volumetric proportions between the strains in the inocula
90.10 10/90 95/5 5/95 50/50
A -  O
A - g a - G A - g a - G A -G Inoculum
A - g a - G A - g a - G A -G Culture
B -C
B - c b -C B - c b -C B -C Inoculum
B - c b -C B - c b-C B -C Culture
p r
E - f e-F* E - f e -F E -F Inoculum
z. f
E - f e-F^ E - f e -F E -F Culture
Paü-ç of 
MTB
strains
H - I
H - i h - I H - i i - H H - I Inoculum
I I h - I I I Culture
J -k J - K J-k j - K J -K Inoculum
j - K J - K J -K K j - K Culture
L - M
L - m L-M L - m m - L L-m* Inoculum
M M M M M* Culture
N -o * n - O N - o n- O n -O Inoculum
n- O* 0 n - O O O Culture
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Table 2
Ratio in 
inoculum Ratio in culture
3 .6 /1 Only IR ts detected
PS TR 1 /8 ,3 Only IR is detected
1 /1 Only IR is detected
1,6/1 1/1,3
Pairs of MTB Strains PS - MDR 1 /2 ,3 Only MDR is detected
1 /1 1/5
9/1 29/1
IR -M D R 1/9 1/2,7
1 / 1,2- 1,6/1-
Table 3
Ratio in 
inoculum Ratio in culture
Pail'S of Sputa
S - T 2 /1 * 1/25*
U -V 1/14 1 / 4,4
W - X 4 ,1 /1 1 / 6
Y - Z 14/1 8,3/1
1 4 2
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Table 4
MTB STRAIN GROWTH RATE
H 0.7
I* 0.65
J 0.7
K* 0.67
0.4
M Not available
N 0.38
0* 0.65
PS 0.4
IR* 0.72
MDR* 0.78
S 0.1
I* 1.57
W 0.29
X* 1.08
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OBJETIVOS 5.1 Y 5.2:
Analizar la participaciôn de complejidad clonal en casos 
considerados como reinfecciones exôgenas.
Caracterizar la infectividad de cepas de M. tuberculosis aisladas de 
pacientes con reinfecciones.
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^^Reinfecciôn exôgena por M. tuberculosis: posible asignaciôn 
errônea debido a infecciones policlonales y anàlisis del posible 
papel de factores bacterianos”.
Articulo enviado a Journal of Clinical Microbiology (Febrero 2010).
RESUMEN
El anàlisis molecular aplicado a deteiminados casos de tuberculosis récurrente ha 
puesto de manifiesto que un segundo episodio de tuberculosis puede estar causado por 
una cepa diferente a la aislada en el primer episodio, indicando que la reinfecciôn 
exôgena juega un papel importante en las recurrencias. Sin embargo, existen 
deteiminados aspectos, relacionados con las reinfecciones, que no ban sido estudiados en 
profundidad y en este trabajo hemos querido centrâmes en el anàlisis de algunos de 
ellos.
Primeramente, se evaluô si la falta de refinamiento en el anàlisis molecular podria 
llevar a asignar errôneamente, como casos de reinfecciôn exôgena, situaciones de 
infecciôn mixta en las que hubiera tenido lugar una altemancia cronolôgica, a lo largo de 
la infecciôn, de las distintas cepas implicadas. Con este propôsito, 87 aislados 
pertenecientes a los episodios (inicial y récurrente) de 38 pacientes se genotiparon por 
MIRU-VNTR. Se identificaron 10/38 (26.31%) casos con diferencias genotipicas entre 
los aislados pertenecientes a distintos episodios. En 7/10 casos estas diferencias 
sugirieron la existencia de fenômenos de reinfecciôn exôgena, mientras que en los 3 
casos restantes las diferencias genotipicas fueron sutiles, màs acordes con fenômenos de 
microevoluciôn. En todos los casos se identified una ùnica cepa en el/los aislado/s 
pertenecientes a un mismo episodio. Este hallazgo permitiô minimizar la posibilidad de 
que los fenômenos de reinfecciôn exôgena fueran, en realidad, infecciones mixtas con 
una representatividad diferente de las distintas cepas implicadas a lo largo de la 
infecciôn.
A continuaciôn, debido a que los fenômenos de reinfecciôn exôgena han sido 
también identificados en pacientes VIH-negativos y en contextes de baja incidencia de 
tuberculosis, quisimos determinar si, ademàs de los factores socio-epidemiolôgicos, 
deteiminados factores de la bacteria, tales como la infectividad, pudieran tener un papel
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en la reinfecciôn. Por esta razôn, se caracterizaron, en un modelo de infecciôn in vitro, 12 
cepas de M tuberculosis aisladas de 6 pacientes con reinfecciones/microevoluciones. No 
se observaron diferencias significativas en la infectividad de las cepas implicadas en el 
primer episodio con respecto a las aisladas en el segundo episodio.
Estos resultados sugieren que, en nuestro contexto: 1) résulta improbable la 
asignaciôn incorrecta de los casos de reinfecciôn exôgena, y 2) la infectividad de la 
bacteria parece no estar implicada en los fenômenos de reinfecciôn exôgena.
148
R ein fecc iô n  exôgen a  por M  tuberculosis', policlonalidad  e  in fectividad  diferencial
Exogenous reinfections by M  tuberculosis'. Possible 
misassignements due to polyclonal infections and 
analysis of the potential role of bacterial factors.
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Abstract
The molecular analysis o f specific TB recm ient cases has revealed that a second 
episode m ay be caused by a new MTB strain different from that involved in the first 
infection, showing that exogenous reinfections play a role in TB recunences. However, 
some aspects related to the study o f  reinfections have not been covered and, among 
them, we focused in two aspects that have been barely analyzed. Firstly, we evaluated 
whether a lack o f refinement in the molecular analysis could lead to inacciuately assign 
as exogenous reinfections ceitain cases o f mixed infection in wliich a differential 
selection o f  each o f  the coinfecting strains occuiTed along the infection. W ith this aim, 
87 isolates belonging to the first and the recunent episodes o f 38 patients w ith recunent 
TB were genotyped by MIRU-\Ts[TR. We identified 10/38 (26.31%) cases with clonally 
complex infections, showing genotypic differences between the isolates involved in the 
sequential episodes, h i 7/10 cases major genotypic differences were found between the 
sequential isolates, suggesting exogenous reinfections and. in the remaining 3 cases, 
only subtle genotypic differences were found, probably indicating a microevolutioii 
phenomenon from a parental strain. Only one single strain was detected in all the 
isolates witliin the same episode, minimizing the possibility that reinfections could 
coiTespond to imdetected mixed infections in wliich a variation in the representativeness 
o f the coinfecting strains along the infection has occuned. Secondly, we focused on the 
fact that reinfections were also obseived in miexpected situations, such as in H I \ -  
negative patients and in settings o f low incidence o f TB. Tliis fact could suggest that not 
only socio-epideniiological factors would deteniiine the occunence o f exogenous 
reinfections but also, ceitain bacterial factors, such as the infectivity o f a strain, might 
mean an advantage for causing a reinfection. For analyzing tliis hypothesis, 12 MTB 
strains belonging to 6 patients with a clonally complex infection were selected for 
infectivity characterization in an in vitro  model o f  infection. No main differences were 
observ ed in the infectivity of the strains involved in the first episodes compared to the 
infectivity; o f  those involved in the recuiTent episodes.
Om results suggest that, in our context: 1) the possibility o f misassignations of 
exogenous reinfections is rather improbable, and 2) bacterial infectivity; seems not to 
play; a role in exogenous reinfections.
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Introduction
The traditional assumption in the analysis o f  the infection by M ycobacterium  
tuberculosis (MTB) is that each episode is caused by a single MTB strain. In this sense, 
a recunence is considered the result o f  an endogenous reactivation o f the strain involved 
in the first episode. In recent years, the molecular tools applied to the analysis o f M TB 
isolates from specific TB cases have revealed that a recunent episode may also be 
caused by a new MTB strain, different from the one isolated in the first episode, 
suggesting that exogenous reinfections play a role in TB recunences (5, 8, 26). Together 
with these reinfection phenomena, more complex situations with two MTB strains 
infecting simultaneously have also been found (5, 28), even strains infecting different 
anatomical sites (13) or different sites witliin the lung (14).
In most cases. exogenous reinfections have been obseived in 
immunocompromised patients (8. 21) and in settings with either a high rate o f TB (8. 
26) or high-risk for transmission (5). suggesting that mainly socio-epidemiological 
factors detenniiie the occm ience o f these phenomena. However, the detection o f 
exogenous reinfections in settings with moderate and low prevalence o f TB and in both 
\TH-posit\;e and NTH-negative patients (2, 4. 12) could indicate that ceitain bacterial 
factors may also be involved . In this sense, several studies o f in vivo/in vitro models o f 
infection have shown a liiglier infectivity for ceitain strains in wliich tiaiisinission and 
infection had been observed to be especially efficient (3, 15, 25). H iis fact could lead us 
to suggest that infectivity o f strains might also be a factor involved in reinfection 
phenonieiia.
Taking together these findings related to exogenous reinfection and clonal 
heterogeneity in the infection by MTB. tliis study focused on two aspects that have not 
been explored; i) the posibility that exogenous reinfections could be the result o f  a 
different clnonological selection o f strains in patients with undetected polyclonal 
infections, and ii) the relative conti ibution o f bacterial factors, such as infectivity, to the 
phenonienon o f reinfection.
Materials and Methods: 
ANALYSIS OF PATIENTS MTTH RECITERENT TB
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Patients
AU patients with tivo or more culture-positive tuberculosis (TB) episodes between 
1998 and 2006 in the Hospital Gregorio M aranon (Madrid) were considered. MTB 
isolates were stored frozen at -70® C from the moment o f isolation until analysis. WTien 
available, two different isolates from  independent specimens within a single episode 
were selected for genotyping. Some o f the patients had been included in a previous 
study with different pm poses (16) but were also included in the present study because 
the genotyping analysis previously applied was rather limited according to the actual 
standards for \7SFTR-MIRU typing.
NIicrobiological procedures 
Culture and DNA extraction
All the selected isolates were subcultured in M GIT (Becton Dickinson. Sparks. 
Md) liquid media for 2-3 weeks at 37® C. 1ml o f cultiue was centrifuged at 13000 ipm  
for 5 mill, and the pellet was boiled in the presence of GeneProbe lysis reagent (1:16 
diluted: bioMérieux, Geneva, Switzerland) for 7 iiiin.
M IRU-\7XTR analysis
5 pi o f  the cinde extract obtained after boiling the subcultured isolates were used 
as a tem plate for iie  \TSfTR-MlRU analysis. We applied the 15-loci set (22) and the 
am plified products were run at 45V for 17.30h in a M S8 2® 6 agarose gel (Pronadisa. 
Madrid. Spain). Tlie size o f the fragments was calculated using the CheniiDoc system 
(BioRad. Hercules, California. USA) and the Diversity database (BioRad), using a 
lOObp ladder (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) as a m olecular weight marker. 
The nm nber o f repeats in each locus was calculated by applying the conesponding 
conversion table.
MlRU-\TSfTR allows a rapid identification o f polyclonal infection by the 
siniultaneous detection o f  more than one amplification product for the specific locus/i in 
which the MTB strains or clonal variants show differences.
EVFECTIVTTY CHARACTERIZATION OF M TB STRAINS  
Cell cultures
153
R ein fecciôn  ex ô g en a  por M  tuberculosis: po liclonalidad  e infectividad  diferencial
The hum an proinoiioc>tic cell line THP-1 was obtained fiom  the A m erican T \p e  
Cultiue Collection (TIB-202: M anassas, VA). Cell cultures were m aintained in 
m odified RPM I 1640 + L-glutam ine (Gibco, BRL) supplem ented w ith 109o FBS 
(Biocluom  AG), 10 inM  HEPES and 50 p g in i gentamicin (Gibco, BRL): cultiues w ere 
m aintained at 7-10 x 10^ cells in i and incubated at 37° C in 5% CO] in a hum idified 
incubator. THP-1 cells were differentiated as adlierent macropliages by the addition o f  
200 liM P M 4  (Sigma) for 3 days at 37° C in 5% CO]
Cell infections and m easurem ent of bacterial intracellular growth
Cells were infected as described previously (24) w ith slight modifications. 
Briefly, differentiated THP-1 cells, seeded in 24-well flat-bottom tissue culture plates, 
were washed and the m edium  was replaced to rem ove PAIA and gentam icine 2h before 
the addition o f bacteria. Cells w ere infected with a m ultiplieily o f  infection o f  2-10 
bacteria per cell and incubated for 3h at 37° C in 5% CO]. A fter incubation, m onolayers 
were thorouglily washed w ith PBS to rem ove extracellular bacteria and fresh m edium  
was added. To evaluate the bacterial growth o f  the stiains. .supernatants were aspirated 
and monolayers were lysed with 0.596 N onidet P40 (Roche) at 3h, 1. 4 and 7 days after 
infection. Serial 10-fold dilutions o f  cellular lysates were plated on M iddlebrook 7H11 
plates, incubated for 3 weeks at 37° C in 596 CO] and colonies were counted.
Cytokine analysis
Culture supernatants from infected THP-1 cells w ere haivested at 3h and 1, 4 and 
7 days post-infection frozen at -70°C and assayed with an enzym e-linked 
im m unosorbent assay (ELISA) kit according to the m anufacturer’s instiuctions (BD 
Biosciences) to measure the tum or necrosis factor alpha (TNE-a) and interleukin 10 (IL- 
10) levels.
Statistical analysis
For each o f  the 6 subjects, intiacellular growth and cV okine production were 
m easuied three times in separate analysis for both first and second tuberculosis clinical 
episode strain. D ue to the low num ber o f  samples, W ilcoxon signed-rank test for paired 
sam ples was used to assess differences in growth ratios and in cytokine levels among 
episodes.
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Results; 
ANALYSIS OF PATIENTS W ITH EXOGENOUS REINFECTION BY MTB
Om fust aim was to evaluate if  patients initially considered to be representatives 
o f exogenous reinfections could actually be cases coinfected by more than one strain 
with a different chionological representativeness o f  the coinfecting strains along the 
infection.
For tliis piipose, we first searched for candidates to be representatives o f 
exogenous reinfection among recmrent TB cases. 58 patients with recuiient TB were 
identified. The difference between episodes ranged fiom  182 to 2643 days (median: 
388). 38 (65.51%) o f these patients, with episodes that ranged from 2 to 4. had isolates 
available for genot}ping (Table 1).
We identified 7/38 (18.42 96) cases in which major genotypic differences 
(involving at least 4 loci) were found between the MTB strains isolated fiom the 
sequential episodes, suggesting exogenous reinfections (Table 1). Fiistly, in these cases, 
we took the advantage that M IR U -\T nFTR offers for a rapid detection o f polyclonal 
infections and we could m le out the existence o f coinfecting strains in neither the first 
nor the reciuieiit episodes, based on the detection o f  exclusively one allele in all the 15 
loci studied. Secondly, in order to assiue that reinfections did not coirespond to 
undetected mixed infections, we refined the analysis searcliing for coinfecting strains in 
independent isolates fiom  the same episodes. Unfortunately, additional isolates were 
available for MIRU-tvping only in 2/7 cases, but in both, only a single strain was 
identified in the different isolates fiom  the same episode (Table 1). These findings 
indicate that no data were found to support the hypothesis that reinfections could be due 
to mixed infections by more than one MTB strain, which were differentially represented 
along the infection.
The analysis o f  the recm ient cases also led us to the identification o f 3 additional 
cases in which subtle differences (involving a single locus) were found between the 
strains involved in the sequential isolates, suggesting a microevolution phenomenon 
fiom a parental strain (Table 1). The same methodological procedure applied for the 
analysis o f the representatives o f exogenous reinfection was applied to tlie 
microevolution candidates. Now. our aim was to evaluate if after its appearance, the
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new clonal variants generated could coexist or not w ith their parental strains. H ie 
simultaneous presence o f clonal variants was not obseiv ed and only one o f the two 
clonal variants was detected in each o f  the episodes analyzed, even for those cases in 
wliich more than one isolate per episode were available (Table 1).
INFECTHTTY CH ARACTERIZATION OF M TB ISO LATES FROM  
PATIENTS W ITH  CLONALLY CO M PLEX INFECTIONS
Four pairs o f  MTB strains isolated fiom  foiu patients with exogenous reinfection 
(patients 10, 19, 21, 34) were selected for infectivity analysis. Two additional pairs o f  
clonal variants isolated from  two patients showing a m icroevolution phenom enon 
between the first and the recunent episode were also included (patients 11, 37) (Table 
1)
Intracellular growth of the selected M TB strains in THP-1 cells
W e first screened for potential differences in infectivity^ betw een the strains 
isolated from the first and second episodes o f  patients w ith reinfection/m icroevolution 
and no marked differences were foimd (Figuie 1). \\4ien comparing the median o f the 
giow th rate o f  all the strains isolated from  the fiist episode to that for the strains isolated 
fiom  the second episodes, no differences were found (z-value 0.34). I f  each patient was 
analyzed separately, in two cases from  the reinfection gioup (patients 21 and 34), 
diflerences in giowtli rates were recorded, with liigher values for the strains isolated 
from the first episode. No differences were detected for the representatives o f  
microevolution.
BL-10 production by THP-1 infected by MTB
IL-10 levels were m easiued at 3h, 1, 4 and 7 days after infection. For each time 
point, the m edian o f  the IL-10 levels produced by THP-1 infected by the set o f  strains 
isolated from the first episodes was com pared with the m edian o f  the IL-10 levels 
produced by THP-1 infected by the set o f  strains isolated fiom  the second episodes and 
no differences were found. Wlien the results obtained for each patient were compared 
separately, in patients 10 and 37 higher levels o f  IL-10 were obseiv^ed after infection by- 
strains from the first episodes. These differences were recorded at days 4 and 7 in 
patient 10. and at day 4 in patient 37 (Figure 2). Patient 10 coiresponded to a
156
R ein fecc iô n  ex ô gen a  por M  tuberculosis: policlonalidad  e  infectividad d iferencial
representative o f  exogenous reinfection, while patient 37 conesponded to a 
representative o f  inicroevolutioii.
TNF-a production by THP-1 infected by MTB
TNF-a levels w ere also m easured at 3h, 1, A, and 7 days after infection and the 
same com parisons as those perfoiiiied for IL-10 were also perfoim ed for TN F-a. In  the 
first case (com parison betw een the m edians o f tlie TNF-a levels detected in the first and 
in the second episodes), no differences were obseived. Udien the results obtained for 
each pair o f stiains isolated fiom  each patient were compared separately, in patients 34 
and 37, higlier levels o f  TNF-a were detected for the THP-1 infected by the M TB 
strains isolated from the first episode for all the tim e-points analyzed. However, in 
patient 21, the highest levels o f  TNF-a were obseived in the THP-1 infected by the 
strain isolated from  the second episode, at 3h and day 1 (Fignie 3). Patients 21 and 34 
conesponded to representatives o f exogenous reinfection and patient 37 corresponded to 
a representative o f  microevolution.
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Discussion
Tlie application o f  DNA fingeiprinting tools to the refined analysis o f  clinical 
MTB isolates has allow ed us to improve the detection o f infections involving more than 
one strain. The application o f these tecluiiques to the study o f  TB recunences has 
revealed examples o f exogenous reinfection with a MTB strain different fiom  the one 
isolated in the first episode. In addition to reinfections, infections involving more than 
one M TB straiii/'clonal variant simultaneously (1 .5 )  (11) have also been reported. In 
ceitain contexts w ith a high risk o f overexposuie, the application o f a refined 
m ethodology by analyzing several serial isolates fiom  each episode, has allowed the 
identification o f a higher percentage o f TB cases with m ixed infections than initially 
expected (19)
Despite these c Iona Ily complex events are now become gradually accepted, there 
are only few studies specifically focused on the analysis o f  their relative importance and 
most o f them lie on difficult or cumbersome methodological approaches, such as the 
inteipretation o f  low intensity bands in the RFLP-pattenis (6). or the analysis o f  
multiple independent colonies (13). Recently, MIRU-XTSTTR. a new PCR-based 
teclmique, has shown to be efficient and suitable for a rapid and easy identification o f  
clonal complexity" phenomena (9). The application o f tliis PCR-based teclmique 
together with the anatysis o f several serial isolates per patient have been reconunended 
ill order to improve the detection o f clonal heterogeneity" and to minimize the 
uiiderstimation o f clonally" complex infections (19)
Taking together the obseivations related to reinfections and those refening  to 
mixed infections, we first aimed to analyze whether exogenous reinfections could 
coiiespond indeed to m ixed infections with a different cluonological representation o f 
strains along the sequential episodes o f a recunent TB case. In this sense, some authors 
have speculated about the possibility" o f undetected mixed infections being responsible 
for a relapse after an apparent “curative” treatment (17), but no m ajor studies have been 
conducted to prove tliis hypothesis.
Clonal heterogenity between the MTB isolates fiom  the first and the recunent 
episodes was found at a high frequency' (26.3%) for the recim ent cases studied. In 
18.46° 6 o f the recunent cases, major genotypic differences were found between the 
isolates, suggesting exogenous reinfections. Tliis percentage, although high, is sim ilar to 
the study" o f  Bandera et al., in which 16°6 o f recunences due to exogenous
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leinfectionwere also obseived in an area w ith low incidence o f TB. In this sample o f 
representatives o f  reinfection we searched for the presence o f more than one XITB strain 
in any o f the episodes. We took advantage o f the ability o f  AIIRU-VNTR to diiectly  
identify cases infected by more than one strain and em iched onr screening by analyzing 
more than one isolate per episode, w hen available. This last refinem ent tried to 
minimize tlie fact that not all the infecting MTB strains are neccesarely equally 
represented in independent clinical specimens (18). In all cases, only a single strain was 
detected in each episode. Based on these findings, the hypothesis that an exogenous 
reinfection could coiiespond to imdetected polyclonal infections with a different 
cluonological representativeness o f  coinfecting strains could not be proved. However, 
we camiot completely m le out the possibility" o f undetected polyclonal infections, since 
we were not able to genotype more than one isolate per episode in all cases. It could 
also be possible that a mixed infection had remained imdetected by MIRU, altiiough 
rather improbable, since the percentage o f  one o f the strains should be lower than 1% 
(9). Despite these limitations, to the best o f  om knowledge, tliis is the first study in 
wliich the hypothesis o f  possible misassignations in the analy sis o f recunences due to 
undetected polyclonal infections has been experimentally" aborded.
Appart fiom  the reinfection cases, oiu anatysis o f  recunent cases allowed us to 
identify" another interesting set o f patients, those in which MTB clonal variants with 
subtle genotypic differences could be isolated from  the sequential episodes. Again, only" 
one o f the variants could be identified in each o f the episodes, suggesting some kind o f 
advantage leading to the displacement o f the parental strain.
In most cases, the phenomenon o f exogenous reinfection has been obseived in 
settings with either a liigh incidence o f TB (8, 20. 21, 26) or where the risk o f 
overexposure is increased (5). Moreover, several o f  these studies have shown that 
inmiunoconiproniised cases are at a liigher risk for exogenous reinfection (21). All these 
studies have led to the assumption that exogenous reinfection is associated to clinical 
and socio-epidemiological factors, which would be in accordance to the statement made 
by" Vyimycky" et. ai about how the detection o f exogenous reinfection in the analysis o f 
TB reciuTences increases in parallel with the risk o f infection (27).
However, examples o f  exogenous reinfection in both HW -negative patients and 
settings with a low incidence o f TB have also been foimd (2, 4. 12), even in 
circumstances where it is not expected, such as in those patients that did not adliere to 
theiupy" along their first episode. These findings could suggest that certain bacterial
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factors might also play a role in TB exogenous reinfections, although only one study has 
suggested this possibility" (12).
For tliis reason, the next aim o f this study was to evaluate whether, in addition to 
socioepideniiologica 1 factors, bacterial factors could also be contributing to the 
phenomenon o f  exogenous reinfection. We also considered o f  special interest to analyze 
possible differences in the infectivity o f  the different clonal variants detected in ceitaiii 
recim ent cases, since the generation o f a clonal variant fiom  a paiental M TB strain has 
been suggested to be a mechanism o f  adaptation to the new host em irom nent (6) and 
subtle genetic variations have been found to be responsible o f modifications in the 
ability" to infect different tissues (11). Moreover, a j^revious study" o f oui group found a 
conelation between both the in vivo and in vitro  infectivity o f M TB strains and their 
efficiency" to infect extraiespiratoiv" sites (10). Appait from these findings, the specific 
role that differences in viiulence could play in reinfection or in clonally complex 
infections in general has not been explored in depth. For this reason, we perfomied a 
characterization o f the in vitro  infectivity o f the MTB strains involved in some of the 
clonally complex infections detected in oiu first approach. In this characterization we 
used the model o f infection with the THP-1 cell line, since it has been shown to be 
suitable for the analysis o f MTB intracellular gro\\"th (24). Besides, this model has 
shown to be successfiil in identilying different intracellular growth rates and cytokines 
production in the cells infected by" MTB strains with different transmission dynamics 
(23. 25).
Wlien we compared the median o f the giowth rate values for the representative 
stiains of exogenous reinfections involved in the first episodes to that o f  the strains 
involved in the recunent episode, no differences were found. However, when we 
analyzed each pair o f  stiains isolated fiom  each single patient independently", 
differences were obseiv ed in 2 cases from the exogenous reinfection group (patients 21 
and 34) and. in both cases, the strains involved in the first episode showed a higlier 
gio\\"th rate, \\4ien we analyzed the medians o f  the levels o f  cytokines in the 
supematants fiom the cells infected by" the strains involved in fust episodes compared to 
those from second episodes, no differences were found again. I f  we look at the TNF-a 
and IL-10 levels o f  the two pairs o f strains showing differences in the g rou th  rates, 
differences in the TNF-a production where observed in both cases. In patient 21 lower 
levels o f TNF-a were detected in the second episode. In this sense, the ability" to induce 
the production of TNF-a by" the infected cells has shown to be characteristic o f “slow-
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gi'owtli” phenotypes, since the initial control o f the infection by" MTB depends on 
macrophage activation, which includes the production o f  this cy"toldne by the infected 
cells (25). P ie\ious studies o f Theus et al. have shown a strongly conelation between 
either a supression o f TNF-a or an early" production o f IL-10 (or both) and a higlier 
giowth rate o f certain MTB strains in THP-1 cells (23, 25), but in our study none of 
these behaviors were observed. However, in patient 34, the highest levels o f TNF-a 
were detected in the first episode along the infection, which suggest that, in tliis case, 
other mechanisms, different from the ability" to reduce the production o f this citoquine, 
could explain the higher growth rate obseived in the stiain belonging to the fust 
episode.
For the clonal variants involved in the cases of microevohition no differences in 
the intracellular replication were foimd. In the analysis o f citoquine production 
differences in TNF-a levels were obseived in THP-1 infected by" MTB strains isolated 
from patient 37, with higher levels detected in cells infected by the clonal variant from 
the first episode along the infection. The ability to contain the production o f TNF-a 
might be an advantage for the clonal variant detected in the second episode. This fact 
could explain why", once this second clonal variant emerges, the initial clone is not 
detected.
Although limited by the small number o f strains assayed, we could conclude that 
no bacterial factors, such as a higlier infectivity or an ability" to control the host iimnune 
response, seem to be related to reiiifection/microevolution events. We must take into 
consideration the fact that most o f  the patients (7/10) showing clonal heterogeneity" in 
tliis study" where HIV-positive and inununoconiproniised persons are at a higher risk for 
exogenous reinfection (21), so this could suggest that the inununoconiproniised status 
o f our hosts could be biasing the lack o f association between bacterial factors and 
reiiifectioii iiiicroevoliition.
Despite when comparing the whole two gr oups of MTB strains no differences in 
the in vitro infectivity" were obseived, some differences in the giowth rates o f two paiis 
were found. In both cases the stiains involved in the first episode showed a higlier 
intracellular giowth rate and the time between the first and the recunent episode was 
relatively" short. In one o f the involved patients, no risk factors for developing TB were 
recorded. A posible explanation for this case, although rather especulative, is that the 
inuniine status o f the host appeared to be veiy coniproniised after infection with the first 
MTB strain, making easier a reinfection by a new strain, even when the infectivity" of
161
R ein fecciôn  ex ô g en a  por M  tuberculosis: policlonalidad  e infectividad  diferencial
the latter strain was lower. Tliis possibility has also been suggested by other authors (7) 
and it could explain the short time passed between the first and the second episode. 
Therefore, it is posible that, in this case, certain bacterial factors, accounting for the 
ability to reduce the host response could mean certain facility for being re-infected 
when being exposed to a new MTB strain. Further studies will be required in order to 
investigate this hypothesis.
Our results suggest that, in a context o f low incidence o f TB, the possibility o f  
misassignations o f exogenous reinfections, due to a polyclonal infection non-detected 
by the standard analytical proceduies, is rather improbable. Besides, in oui context, the 
role o f certain bacterial factors, such as infectivity, in clonally complex recunences 
could not be proved.
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Figures and Tables
Table 1: Characteristics of the patients analyzed and genotyq^es obtained for each isolate 
after the MIRU-\TS[TR ty ping. Those cases in which clonal complexity; was detected are 
liiglilighted in grey. In bold are those loci in wliich the isolates shown differences in their 
MIRU-types. The lack of allelic value in a MIRU locus indicates that no amplified 
product was obtained.
Figure 1; In vitro intracellular growth rates, median values and range, for the two isolates 
fiom the sequential episodes of each patient.
Figure 2: IL-10 levels, medians and ranges, produced by THP-1 cells infected by the 
MTB strains isolated from each patient. IL-10 levels obtained in non-infected controls are 
shown as reference.
Figure 3: TNF-a levels, medians and ranges, produced by; THP-1 cells infected by the 
MTB strains isolated from each patient. TNF-a levels obtained in non-infected controls 
are shown as reference.
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Table 1
Patient Sex Risk factors Adherence Episode Days
Isolates
genotyped
Type of 
isolate
MIRU-type
1 Female No No
1 1 Sputum 252353232232425
2 568 1 Sputum 252353232232425
3 469 1 Sputum 252353232232425
4 356 1 Sputum 252353232232425
2 Maie IVDU No
I 1 Sputum 245423342123217
2 762 1 Sputum 245423342I232I7
3 Maie No
Not
available
1 1 Sputum 233543242212427
2 870 I Sputum 233543242212427
4 Maie HIV", IVDU, Prison No
1 I Sputum 253533_33423533
2 225 1 Urine 253533_33423533
5 Maie No No
1 1 Sputum 253533333433426
2 182 1 Sputum 253533333433426
3 253 1 Sputum 253533333433426
4 310 1 Sputum 253533333433426
6 Maie Alcoholism
Not
available
1 1 Sputum 25442342221243
2 993 1 Sputum 25442342221243
7 Maie Alcoholism No
1 1 Sputum 25453342221243
2 1120 1 Sputum 25453342221243
8 Maie HIV", IVDU No
1 1 Sputum 2’52453242232225
2 753 1 Sputum 2’52453242232225
3 567 1 Sputum 2'52453242232225
9 Female HIV", IVDU
Not
available
1 1 Sputum 2515 3333433726
2 714 I Sputum Not available
10 Male HIV", IVDU
Not
available
1 1 Urine 252433422212437
2 1367 1 Sputum 2534 3342133137
11 Male HIV", Alcoholism
Not
available
1 1 Sputum 2525 3233432425
2 602 1 Sputum 2523 3233432425
12 Male HIV", Alcoholism, Prison
Not
available
1 1 Sputum 253333243232325
2 1492 2
Sputum 252333243232325
Sputum 252333243232325
13 Male No
Not
available
1 1 Sputum 2523 3232232 25
2 863 1 Sputum 2523 3232232 25
14 Male HIV" Alcoholism Yes
1 1 Sputum 25532314323 525
2 1888 1 Sputum 255433340211434
3 327 1 Urine 255433340211434
15 Male HIV+
Not
available
1 1 Sputum 253323422212236
2 288 1 Sputum 253323422212236
16 Male Silicosis, Lupus Yes
1 1 Sputum 252433243443347
2 1963 1 Sputum 252433243443347
17 Male
HIV", IVDU, Hepatitis 
B, Hepatitis C
Yes
1 1 Sputum 253333242232425
2 409 1 Blood 253333242232425
18 Male
HIV", IVDU, Hepatitis 
B, Hepatitis C
No
I 1 Sputm 254223422213236
2 238 1 CSF 254223422213236
19 Male No
Not
available
1 2
Sputum 333333444232416
Sputum 333333444232416
2 489 1 Sputum 243433422212434
20 Male
Alcoholism,
Tobaccism
Yes
1 1 Sputum 251433542122438
2 202 1 Sputum 251433542122438
21 Male No
Not
available
I 2
Sputum 263432233431244
Sputum 263432233431244
2 263 I Sputum 252343242232 25
22 Female
Alcoholism,
Tobaccism
No
I I Sputum 253423422212334
2 387 I Sputum 253423422212334
23 Male VIH", Alcoholism
Not
available
1 1 Sputum 253423422212437
2 610 1 Sputum 253423422212437
24 Male
VIH", IVDU, Hepatitis 
B, Hepatitis C
Yes
1 1 Sputum 243433442212424
2 321 1 Sputum 243433442212424
25 Male
VIH". Alcoholism, 
Homelessness
No
1 I Sputum 25363323 433635
2 981 1 Sputum 25353223 333235
26 Male No
Not
available
1 I Sputum 255433442212334
2 252 1 Sputum 255433442212334
3 1203 1 Sputum 255433442212334
27 Female No Not 1 1 Sputum 2513 314 232225
168
R ein fecciôn  ex ô g en a  por M. tuberculosis: policlonalidad  e in fectividad  diferencial
available 2 1036 1 Sputum 354323343222518
28 Maie No
Not
available
1 1 Sputum 251323142122234
2 221 1 Sputum 251323142122234
29 Maie No
Not
available
1 1 Sputum 254233242232425
2 258 1 Sputum 254233242232425
30 Maie HIV", IVDU, Hepatitis C Yes
1 1 Sputum 253533242232425
2 285 1 Sputum 253533242232425
31 Maie
HIV", IVDU, Hepatitis 
B, Hepatitis C
Unkown
1 1 Sputum 251423442122337
2 312 1 Sputum 251423442122337
32 Female HIV", IVDU, Hepatitis C No
1 1 Sputum 252343242232325
2 186 1 Sputum 252343242232325
33 Male
VIH", IVDU, Hepatitis 
B, Hepatitis C, 
Inprisonment
No
1 1 Sputum 253533233433426
2 277 1 Sputum 253533233433426
34 Male HIV", IVDU, Alcoholism No
1 1 Sputum 251423442122337
2 217 1 Blood 244333043 3 525
35 Male HIV", IVDU, Hepatitis C Yes
I 1 Sputum 234333242232325
2 222 1 Sputum 234333242232325
36 Male
Alcoholism, Tobaccism, 
Hepatitis C
No
1 1 Sputum 252433342123237
2 880 1 Sputum 252433342123237
37 Male HIV", Muitidmg User No
1 1 Sputum 261423342132235
2 425
Sputum 261423142132235
Sputum 261423142132235
38 Male No Yes
I 1 Sputum 351433233423436
2 1400 1 Sputum 351433233423436
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OBJETIVO 6:
Caracterizar desde un punto de vista molecular, epidemiologico 
e infectivo una cepa de M. tuberculosis prevalente en Madrid.
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‘‘Caracterizaciôn molecular, epidemiologica e infectiva de una 
cepa de M, tuberculosis prevalente en Madrid”.
Publicado en Clinical Microbiology and Infection, Dicicmbre 2007.
RESUMEN
La cepa mas prevalente en Madrid es la cepa 5, que se aislô de un total de 45 
casos de tuberculosis durante el periodo 1997-2004. Esta cepa se analizô por los très 
marcadores genéticos empleados habitualmente para el genotipado de M. tuberculosis 
(IS6110-RFLP, Spoligotipado y MIRU-VNTR), observândose que se trata de una cepa 
muy homogéna genéticamente, ya que, a excepciôn de un caso que présenté diferencias 
en su spoligotipo y otro en el que se observé la presencia simultânea de dos variantes 
clonales de esta cepa, el resto de los casos compartieron el mismo perfil genotipico por 
los très marcadores.
Esta cepa no es exclusiva de Espana, ya que su spoligotipo (patrén ST20) se ha 
encontrado en la base intemaeional de datos SITVIT asociado a aislados procedentes de 
diverses pafses.
En los paeientes infectados por la cepa 5, se ha observado eon mayor frecuencia 
eoinfeccién por VIH. Ademâs, entre estos paeientes era mas frecuente encontrar casos 
autéctonos y que habfan permanecido en prisién. En un modelo de infeccién celular in 
vitro con células THP-1, esta cepa no mostré una infectividad incrementada.
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A B S T R A C T
The m ost prevalent strain of M ycobacter iun i tu lv r -  
culosis  in M adrid, Spain (strain 5) w as recovered  
from 45 cases betw een  1997 and 2(X)4 and show ed  a 
highly  hom ogeneous genetic com position . This 
strain w a s not exclusive to Spain, and its spoligo- 
typing signature (ST20) w as found in entries from  
different countries in the SITVITl database. 
Patients infected w ith  strain 5 w ere m ore fre­
quently positive for hum an im m unodeficien cy 
virus and autochthonous, and had been  in prison  
m ore frequently, but strain 5 did not show  inc­
reased infectivity in an in-vitro m odel of infection.
Kejavords Epidemiology, infectivity, Mycobacterium 
tuberculosis, spoIigot}'ping, ST20
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M olecular tools a llow  different M yco ba c ter ium  
t td v rcu lo s is  (MTB) strains circulating in a popula­
tion to be d istinguished , w ith  fingerprint data 
obtained in m olecular ep idem iology  program m es  
|11 m aking it possib le to identify prevalent strains 
or genetic fam ilies that are over-represented in 
certain settings 12,3|. In Spain, there has been a 
sharp increase in the num ber of cases of tubercu­
losis am ong im m igrants 14j. It is assum ed that 
som e of these patients import MTB strains from  
their countries of origin, and that such strains 
could have an im pact on the profile of strains 
circulating in the host population, considering the 
high rate of transm ission betw een the autochtho­
nous and im m igrant populations in this area |4 |.
M olecular fingerprinting tools have been used in 
M adrid, Spain since 1997 |5 |. The MTB isolates 
from nine urban districts (1 459 2.32 inhabitants) in 
M adrid w ere genoty/ped. Isolates from all nine 
districts w ere genotyped  during 2002-2004, and 
isolates from five districts during 1997-2(X)1. 
In total, 1207 MTB isolates w ere analysed by  
I S 6 H 0  restriction fragm ent length polym orphism  
16], y ie ld in g  867 different genotypes, with 455 
(37.7% ) isolates grouped in 115 clusters; 51.3% of  
the clusters included tw o  isolates, and only 9.6% of  
the clusters included more than six isolates. N e v ­
ertheless, som e large clusters w ere detected, w ith  
the four largest clusters corresponding to strains 5 
(45 cases), 2, 8 and 38 (20 cases each). Strain 5 w as
'& 2007 The Author.s
Journal C om pilation  S 2007 E uropean Society of C linical M icrobiology and Infectious D iseases, CMI,  13, 1199-1222
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(a)
A RFLP SIT Spoligotype MIT MIRU-VNTR
17631 ■IIIIIHIIIMHI II 1 III 11145
type
Cluster 2 20 225325153323
Cluster 8 20 nil il |42 ■imiliHHIIIII MIM H im 124226153324
Cluster 38 20 ! 1 L 1539HH IIUHilinHHIII 1 H im  45 225325153323
Cluster 5 45 1 I ■ ■ IIIH H lllll H i n HiHir^ 224228153321
(b)
RFLP type S p o l i go t y p e  N MIRU-NVTRtype
m^ ÊÊÊÊÊ^ m 44 224226153321 44
I I I  1 1 II 1 45 124226153324 1
H m ^ ^ ^ m m m i  h h  i 224226153321 i
Fig. 1. M o le cu la r  g e n o ty p in g  p a tte rn s  of; (a) th e  fo u r  s tra in s  o f  M ycohicteriiim  tubercuhsis  (M TB ) p re v a le n t  in  M a d rid ; (b) 
th e  45 s tra in  5 iso la te s  o f MTB. N , n u m b e r  o f c ases  in fec ted  by  th e  s tra in s ; sp o lig o ty p e s  a n d  m y co b a c te ria l in te rsp e rse d  
re p e tit iv e  u n i t  v a ria b le  n u m b e r  ta n d e m  re p e a ts  (M IK U -V N TK ) ty p e s  a re  in d ic a te d  w ith  th e ir  in te rn a t io n a l  d e s ig n a tio n s  
a c c o rd in g  to  the  SIT V IT l d a ta b a se  (h t tp : / /w w v v .p a s te u r -q u a d e lo u p e .f r /S lT \ 'T D . RFLP, re s tr ic tio n  frag m e n t le n g th  
p o ly m o rp h ism . 'O n e  case  w a s  co -in fec ted  b y  tw o  v a r ia n ts  w ith  d iffe re n t M IR U -V N T R  t) p e s .
isolated from the h ighest num ber of cases (.3.7% of 
the total) and w as therefore selected for in-depth  
characterisation. This strain sh ow ed  an eight-band  
restriction fragm ent length polym orphism  pattern 
(Fig. 1) and w as isolated in all but one o f the years 
of the study. O f 45 cases infected with strain 5, 37 
w ere m ales, 18 w ere positive for hum an im m u n o­
deficiency virus, tw o w ere foreign-born, 12 w ere  
diagnosed  w hile in prison, and ten w ere  
intravenous drug users.
Strain 5 w as detected p rev iou slv  during 1993- 
1994, at w hich tim e it w as predom inant am ong  
three strains responsible for the h ighest num ber  
of cases in a prison population  17|. In the present 
study, strain 5 still persisted after 13 years, w h ile  
the tw o  other strains had declined in im portance, 
su ggestin g  that strain 5 is favoured over other 
strains.
A dditional sp o ligotyp in g  18] and m ycobacterial 
interspersed repetitive units variable num ber tan­
dem  repeats (M IRU-VNTR) analysis 191 revealed  
a highly robust and h om ogen eou s gen etic  pro­
file, w ith  all but one o f the patients infected  
by isolates sharing identical gen otyp es (ST20; 
677777607760771, w hich  is a feature of the LAM- 
superfam ily), and all isolates sharing identical 
M IRU-VNTR types (MIT25: 224226153321; Fig. 1). 
In one o f the patients, M IRU-VNTR analysis  
detected  a co-infection  w ith  tw o  clonal variants.
differing b y  one and three repeats in tw o loci, but 
ind istingu ishab le  by restriction fragm ent length  
p olym orphism  or sp o lig o ty p in g  (Fig. lb ). This 
gen otyp ic  h om ogeneity  also su ggests that strain 5 
is so m eh o w  favoured, w hich m ay ensure its 
genetic  hom ogeneity , or that this strain w a s only  
introduced to Spain recently and has not yet 
diverged  genetically . In contrast, isolates of the 
three other prevalent strains (strains 2, 8 and 38) 
frequently sh ow ed  differences am on g  their sp o li­
gotyp es (data not show n).
Features linked to clustering in M adrid are an 
age of <35 years and intravenous drug use 14,5,7]. 
C om pared w ith  cases infected b y  other strains, 
Spanish birth, hum an im m unodeficiency  virus 
infection and prison stay w ere associated s ig n if­
icantly w ith  infection  by strain 5 (p  <0.05). 
T w elve cases infected w ith  strain 5 w ere from  
the sam e district, but ep id em io log ica l links w ere  
found for on ly  three pairs of brothers. E vidence of 
strain 5 infecting im m igrants w a s detected , su g ­
gestin g  that im m igrants could b ecom e infected  
after their arrival by strains that are prevalent in  
the host countr)'.
In order to establish w hether strain 5 w as specific  
to Spain, the SITVITl database (h t t p : / /w w w . 
pasteur-guadeloupe.fr/SIT V IT ) w as searched for 
strains sharing the sam e sp o ligo typ e  (ST20). U nlike  
the M adrid 1 and 2 strains 1101, the sp o ligotyp e
'& 2007 I'he A u th o rs  
Jo u rn a l C o m p ila tio n  T; 200/ E u ro p e a n  Society  o f  C lin ica l M ic ro b io lo g y  a n d  In fec tio u s  D iseases , C M I, 13, Tl99 -1222
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T a b le  1. B acteria l g ro w th  in  ac tiv a ted  1 HP-1 cells
Days
post-infcction
Growth
ratio '
Com parative 
grow th 
w ith HarRv*"
C om parative 
grow th 
w ith  H"
A d l 3.11 1.22 1.80
(strain 5) d4 in .t^ 0.59 2.42
d7 15.5(1 0.27 2.28
H d l 1.7.3 0.69
(orphan d4 4.40 0.26
d7 6.80 0.13
H37Rv d l 2.57 1 49
d4 17.94 4.08
d7 52.58 7.74
'Ra tin b o tu w n  the num ber of CPUs obtained in the post-infection analysis (1 day, 
4 da\-s or 7 da\-s) and  the num ber of CPUs obtained im mediately following 
infection (3 h).
“XTomparative grow th was calculated by d iv id ing  the grow th rates of the A and H 
strains by the value of the H37RV reference \iru lcn t strain, or b)' dividing the 
grow th rates of the A and H37Rv strains by the value for the orphan H strain
signature of strain 5 w as not specific to Spain, w ith  
378 cases m atching ST20 reported from  3 7 countries 
other than Spain. O f these, strain 5 w as over­
represented in the database entries from Brazil 
(7%), Portugal (12%), V enezuela (6%), Haiti (6%) 
and Nam ibia (15%).
The infectivity of a representative of strain 5 
w as assayed in com parison w ith the virulent 
reference strain I137Rv, and w ith  a representative  
orphan' strain (isolated from on ly  one patient 
during the sam e stu d y  period), by m easuring its 
intracellular grow th in an in-vitro infection m odel 
u sing  the hum an prom onocytic cell line THP-1 
activated w ith  phorbol 12-m yristate 13-acetate 
|T1,12|. Cell m onolayers w ere  infected in d u p li­
cate w ith 0 .5-5  bacteria /cell, prepared from  
strains that had been p assaged  on few er than 
four occasions after primary isolation. A fter incu­
bation, the m onolayers w ere w ash ed  thoroughly  
w ith  phosphate-buffered sa lin e to rem ove extra­
cellular bacteria, and fresh m edium  w a s then 
added. To evalu ate bacterial grow th, the super­
natants w ere aspirated and m onolayers w ere  
lysed after 3 h (tim e 0) and 1, 4 and 7 d ays after 
infection. Serial d ilu tion s of cellular lysates w ere  
plated on M iddlebrook 7H11 plates and colon ies  
w ere counted (Table 1). The results sh ow ed  that 
the grow th ratio for strain 5 w a s superior to that 
obtained for the orphan strain at the three 
tim e-points analysed , ind icating a replication  
advantage for strain 5. H ow ever, com pared with  
the virulent reference strain, the grow th rate for 
strain 5 w as higher only at the 1-day tim e-point.
E pidem iological and bacteriological features 
lead ing to a high prevalence of specific strains 
have been observed in other settings. For exam ­
ple, in M anitoba, Canada, the prevalent 'ty'pe 1' 
strain seem s to have ep idem iologica l links with  
the native population that could favour its prev­
alence, although bacterial factors also seem  to be 
in volved  113,14]. The present study sh ow ed  that 
strain 5 cou ld  have higher infectivity com pared  
w ith  other less frequent clinical strains, but that it 
is not a highly in fective clone. M ore refined 
genom ic or transcriptom ic-based approaches 
m ay identify specific bacterial features that give  
a theoretical advantage to this strain, but the 
in-vitro data currently available su ggest that 
epidem iological factors are m ain ly  responsible  
for the prevalence of this strain.
Identification of other prevalent strains could  
help  in m onitoring changes in the profile of 
circulating MTB strains, and also in m onitoring  
the epidem iological features associated w ith  ongo­
ing transm ission. A panel of marker strains w ould  
be extrem ely useful in countries such as Spain, 
w here the rise in the num ber of tuberculosis cases 
in immigrants is currently causing a transformation 
in the ep id em io logy  of tuberculosis.
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OBJETIVO 7:
Caracterizar mediante estrategias de genomica y 
transcriptomica dos variantes clonales de M. tuberculosis con 
diferente comportamiento infectivo.
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Caracterizaciôn genomica y transcriptomica de dos variantes 
clonales de M. tuberculosis con comportamientos infectivos 
diferentes” 
RESUMEN
En el contexto del estudio de la complejidad clonal durante la infecciôn por M  
tuberculosis, se decidiô caracterizar en detalle un représentante en el que se hubiera 
documentado una infecciôn de este tipo. El caso seleccionado correspondiô a una nina de 
dos anos sin factores de riesgo para tuberculosis en la que se aislaron dos variantes 
clonales de alta similitud genotipica, que ùnicamente mostraron diferencias menores en 
sus RPLP-tipos, compartiendo idénticos perfîles de Spoligotipado y VNTR-MIRU. Estas 
variantes clonales mostraron una capacidad diferente para infectar tejidos 
extrarrespiratorios, ya que solo una de ellas fue aislada del Si sterna Nervioso Central 
(97). Al analizar la infectividad de ambas en un modelo in vitro de macrôfagos derivados 
de monocitos humanos, las dos variantes mostraron una eficiencia équivalente para 
infectar dichas células (97).
Teniendo en cuenta que, a pesar de la elevada similitud que presentan entre si 
dichas variantes clonales, existe una gran diferencia en cuanto a su capacidad para 
infectar tejidos extrarrespiratorios, resultaba de gran interés intentar identificar 
diferencias a nivel genômico que pudieran explicar en sus diferentes fenotipos. Se realizô 
una caracterizaciôn genômica y transcriptômica con el fin de analizar la presencia de 
posibles regiones diferenciales en el genoma, asi como diferencias en la expresiôn génica 
durante el cultivo in vitro. Sin embargo, no se observaron diferencias a este nivel, ya que 
las dos variantes clonales presentaron una similitud total tanto en el anâlisis genômico, 
como en la caracterizaciôn transcriptômica. Estudios posteriores que analicen los perfîles 
de expresiôn génica generados por las dos variantes clonales tras la infecciôn de la célula 
hospedadora podrian ayudar a explicar sus fenotipos diferenciales.
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Metodologia
Cepas de M  tuberculosis
Se seleccionaron para este estudio dos variantes clonales de M  tuberculosis 
aisladas por este grupo en un estudio previo (97).
Cultivo de cepas. extracciôn v marcaie de ADN para anâlisis genômico
Los aislados fueron subcultivados en medio sôlido Lowestein-Jensen (Becton 
Dickinson, Sparks, Maryland, USA) durante 2-3 semanas a 37° C. Se siguiô el mismo 
proceso de extracciôn y purifîcaciôn de ADN descrito en objetivos anteriores.
El ADN marcado fluorescentemente se obtuvo mediante PCR en presencia de Cy3-dCTP 
o Cy5-dCTP (Amersham Pharmacia) y oligonucleôtidos hexâmeros al azar para iniciar la 
sintesis.
Cultivo de cepas, extracciôn de ARN v obtenciôn de cADN para anâlisis transcriptômico 
Los aislados se subcultivaron en medio liquido 7H9 (Middlebrook 7H9, Difco) 
suplementado con 10% de OADC (Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA) y 0.05% 
de Tween 80. Los cultivos se incubaron a 37° C y en agitaciôn hasta alcanzar una 
DO=0.5, correspondiente a una fase de crecimiento exponencial.
Se centrifugaron 10 ml de cultivo liquido bacteriano durante 15 min. a 3.500 rpm 
y 4° C, se desechô el sobrenadante y, sobre el precipitado, se anadiô 1.2 ml de Trizol® 
(Invitrogen). El volumen se transfîriô inmediatamente a un tubo de microcentrifuga de 2 
ml con 0.5 ml de perlas de vidrio y se sometiô a un proceso de lisado en un FastPrep® 
EPI20 durante 45 seg. a una potencia de 6.5 w. A continuaciôn, las muestras se dejaron 
en reposo durante 10 min. a temperatura ambiente y posteriormente se transfîriô todo el 
volumen a un tubo liquido. A partir de aqui se continuô con el procedimiento habituai de 
extracciôn de ARN con Trizol® recomendado por el fabricante. El ARN se resuspendiô 
en 100 pl de agua libre de nucleasas y, tras un tratamiento con ADN-asa (Qiagen), se 
purificô utilizando el kit de purifîcaciôn RNeasy columns (Qiagen). Se extrajo el ARN de 
très replicas biolôgicas de cada una de las variantes clonales.
El ADNc marcado fluorescentemente se obtuvo por transcripciôn reversa a partir 
de 2-10 pg de ARN, empleando la enzima Superscript III (Invitrogen) en presencia de
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Cy3-dCTP o Cy5-dCTP (Amersham Pharmacia) y oligonucleôtidos haxameros al azar 
para iniciar la sintesis.
Microarravs e hibridaciones
Los microarrays de ADN fueron suministrados por el grupo de microarrays 
bacterianos de la Universidad St. Georges (http://bugs.sgul.ac.uk/index.phpV La 
prehibridaciôn, hibridaciôn y lavados se llevaron a cabo segùn el procedimiento descrito 
por Stewart et al. (207).
Anâlisis de los datos obtenidos en los microarravs
Las imâgenes obtenidas para los canales Cy3 y HyperS se equilibraron y 
capturaron con GenePix 4000B (Axon Instruments) y los spots se cuantificaron 
empleando el software de GenePix (Axon Instruments). Finalmente se hizo un anâlisis 
estadistico utilizando el software de anâlisis SAM (Significance Anâlisis Microarrays) de 
la Universidad de Stanford. Se consideraron significativos aquellos genes que 
presentasen un cambio en su nivel de expresiôn > 2 ô < -2.
Resultados
Anâlisis genômico
Al analizar los resultados obtenidos tras hibridar el ADN genômico de las dos 
variantes clonales, no se detectaron diferencias a nivel genômico que indicasen la 
presencia de deleciones en alguna de las dos variantes clonales, ya que en ninguno de los 
casos se observô ningùn gen que presentase un fold change fue > 2 ô < -2 (ver 
informaciôn suplementaria incluida en CD: anexo 8).
Anâlisis transcriptômico
Al rastrear la presencia de genes que se expresasen diferencialmente en una de las 
variantes clonales con respecto a la otra, ùnicamente se identiftcaron cambios sutiles 
inferiores al cambio establecido en el nivel de expresiôn. No se observaron, por tanto, 
diferencias a nivel transcriptômico entre las dos variantes clonales (ver informaciôn 
suplemetaria incluida en CD: anexo9).
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OBJETIVO 8:
Analizar la virulencia de una selecciôn de cepas Beijing y 
caracterizar la expresiôn génica celular tras la infecciôn.
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Anâlisis de la virulencia de una selecciôn de cepas Beijing y 
estudio del perfil transcriptômico celular generado tras la 
infecciôn”. 
RESUMEN
El linaje W-Beijing esta constituido por una familia de cepas de M. tuberculosis 
muy conservada genéticamente, ampliamente distribuida por todo el mundo y que ha 
estado implicada en grandes brotes de tuberculosis en diferentes regiones, lo que sugiere 
que esta familia posee una mayor virulencia y/o capacidad de diseminaciôn en la 
poblaciôn.
Los modelos de infecciôn que utilizan lineas celulares de monocitos diferenciados 
han demostrado ser utiles para estimar la virulencia de las cepas de M  tuberculosis, 
mediante la mediciôn de las tasas de replicaciôn intracelular y de la producciôn de 
citoquinas. En respuesta a la infecciôn, la célula modificarâ su perfil de expresiôn génica 
y la activaciôn o inhibiciôn de determinados genes sera déterminante para que el 
macrôfago logre activar correctamente la respuesta inmune que conduce a la eliminaciôn 
del bacilo. Se conoce que los principales genes del macrôfago que modifican sus niveles 
de expresiôn en respuesta a la infecciôn por M tuberculosis son genes que codifican 
citoquinas, quimiocinas, moléculas de sehalizaciôn y protefnas de adhesiôn y estrés 
oxidativo
Se midiô la infectividad de una selecciôn de 8 aislados pertenecientes a la familia 
W-Beijing en el modelo de infecciôn de la linea celular THP-1, observândose un amplio 
rango de tasas de replicaciôn intracelular. Sôlo dos de los aislados mostraron una tasa de 
replicaciôn mas elevada y, en ambos casos, se asociô con una producciôn contenida de 
TNF-a. No se observô una correlaciôn entre la virulencia y el estatus “huérfana” o “en 
cluster” de las cepas.
A continuaciôn, se analizô el perfil transcriptômico celular generado tras la 
infecciôn con una selecciôn de 3 aislados Beijing incluidos en el ensayo anterior 
(incluyéndose los 2 aislados que mostraron infectividad elevada) y la cepa de referenda 
H37Rv, observândose un perfil de represiôn mayoritario, comùn a la infecciôn por todas 
las cepas de M  tuberculosis evaluadas. En este perfil comùn de represiôn se encontraron.
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entre otros, genes implicados en: defensa, respuesta a dano celular, respuesta inflamatoria 
y respuesta inmune.
Asimismo, se observô que el perfil transcriptômico generado tras la infecciôn por 
las cepas pertenecientes a la familia W-Beijing presentaba un numéro reducido de genes 
con patrôn de expresiôn comùn, tanto al comparar los perfîles generados en las 
infecciônes correspondientes a las 3 cepas Beijing, como al analizar ùnicamente la 
expresiôn generada por las 2 cepas de mayor infectividad. Se identified, por tanto, una 
predominancia de perfîles de expresiôn especffîcos de cada cepa.
Podemos concluir tras este estudio que, en nuestro contexto, sôlo determinados 
représentantes de la familia Beijing presentan una virulencia mas elevada y que dicha 
virulencia no esta asociada a un mecanismo comùn de regulaciôn del perfil 
transcriptômico de la célula hospedadora.
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ANALISIS DE LA INFECTIVIDAD DE CEPAS PERTENECIENTES A LA 
FAMILIA BEIJING 
Metodologia
Cepas de M. tuberculosis
Durante el periodo 2002-2007 se identifîcaron en nuestra instituciôn un total de 26 
aislados con genotipo perteneciente a la familia W-Beijing (1.09% del total de cepas 
analizadas en ese periodo). 8/26 aislados fueron seleccionados para el anâlisis de 
infectividad in vitro, atendiendo a la nacionalidad del caso del que se aislaron, el perfil de 
sensibilidad, el numéro de copias de IS6110 y a su clasificaciôn como huérfana o en 
cluster (Tabla 1). Uno de los représentantes seleccionados correspondiô a la cepa 
responsable del brote que tuvo lugar en la isla de Gran Canaria en el periodo 1993-1996 
(44). Como contrôles se incluyeron en el anâlisis la cepa de referenda H37Rv y un 
représentante de una cepa de genotipo huérfano no perteneciente a la familia Beijing 
(cepa C).
Tabla 1. Cepas Beijing analizadas en el modelo de infecciôn in vitro
C ôdigo
aislado
No.
C epa
N acionalidad Perfil de 
sensibilidad
N o. Copias 
IS6J10
C 1 uster/H uérfana 
(+ /-) '
8687 1 Espana S 16 +
6955 2 M oldavia S 16 -
673 3 Ecuador S 13 +
5261 4 Peru INH -R 22 -
8281 5 A rm enia S 21 -
5204 6 China S 22 -
6898 7 Ecuador S 9 -
7992 8 Ecuador S 20 -
 ^+ v - indican la clasificaciôn en cluster o huérfana
Caracterizaciôn de infectividad in vitro
Se siguiô la metodologia descrita en el Objetivo 6 utilizando la linea celular THP-1 
diferenciada a macrôfagos.
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Anâlisis estadistico
Se realizaron très replicas independientes para cada cepa. Las médias y los errores 
estândares se determinaron para cada medida de crecimiento intracelular y de producciôn 
de citoquinas. Un ANOVA de una via con medidas repetidas fue el anâlisis empleado 
para calcular el p-valor, el cual se ajustô por el método de Bonferroni. Todas las 
comparaciones se realizaron utilizando el programa SPSS 17.0
Resultados
Evaluaciôn del crecimiento intracelular
Se observô un rango amplio de tasas de crecimiento intracelular entre los distintos 
aislados analizados (Figura 1). Dos de los aislados (cepas 4 y 7) mostraron las tasas de 
crecimiento mâs elevadas, las cuales difîrieron signifïcativamente (P<0.05) de las 
observadas en el resto. El aislado responsable del brote observado en Gran Canaria (cepa 
1) no presentô una tasa de replicaciôn mâs elevada. No hubo diferencias entre el resto de 
aislados analizados, incluyendo los dos utilizados como control.
Figura 1. Tasas de crecimiento intracelular
3 1
N ° a is la d o
8  6  H 3 7 R V  5
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Producciôn de citoquinas
Se estudiô el perfil de producciôn de citoquinas inmunorreguladoras producidas 
tras la infecciôn de la linea celular THP-1 con 6 de los aislados (1, 4, 5, 7, 8 y H37Rv) 
seleccionados como representativos de las diferentes tasas de crecimiento observadas en 
el apartado anterior. Cuatro de los aislados indujeron los niveles mâximos de TNF-a en 
el dia 1 de infecciôn, teniendo lugar a continuaciôn un râpido descenso en la producciôn 
de esta citoquina (Figura 2A). Sin embargo, en los dos aislados que mostraron las tasas 
de replicaciôn mâs elevadas en el ensayo anterior, el perfil de producciôn de TNF-a fue 
diferente, ya que la secreciôn de esta citoquina estuvo contenida desde el inicio de la 
infecciôn y a dia 1 sus niveles de inducciôn fueron mâs bajos que los del resto de los 
aislados. Los niveles de TNF-a en estos dos aislados continuaron disminuyendo a lo 
largo de toda la infecciôn (Figura 2A).
Figura 2. Producciôn de TNF-a por las células THP-1 infectadas
H 37R V
Los perfîles de secreciôn de IL-10 en las células THP-1 fueron similares para todos 
los aislados durante los primeros estadios de la infecciôn. Antes del dia 1 de infecciôn no 
se detectô la presencia de IL-10 y los niveles mâximos de producciôn de esta citoquina se 
observaron a dia 4. A partir de aqui, los niveles de IL-10 comenzaron a disminuir en 
todos los aislados excepto en dos, en los cuales los niveles continuaron siendo elevados 
hasta el final de la infecciôn (Figura 2B). Estos dos aislados correspondieron con los dos
193
V irulencia v  perfil transcriptôm ico celular en cepas B eiiing
aislados que contuvieron la producciôn de TNF-a y que mostraron las tasas de 
replicaciôn intracelular mâs elevadas tras la infecciôn de las células THP-1. Se observô, 
por tanto, una correlaciôn entre la tasa de replicaciôn intracelular, la producciôn de TNF- 
a y la respuesta inmunorreguladora a través de IL-10 en las células THP-1 infectadas.
Los dos aislados con un comportamiento infectivo diferente en el modelo de 
infecciôn THP-1 correspondieron a dos aislados huérfanos de origen Sudamericano. El 
aislado responsable del brote de Gran Canaria no exhibiô un comportamiento infectivo 
diferencial con respecto al resto de los aislados.
Atendiendo a la clasificaciôn como “huérfana” o “en cluster” de los aislados, el 
anâlisis de crecimiento intracelular y los perfîles de expresiôn de citoquinas no mostraron 
una correlaciôn entre la eficiencia de transmisiôn de la cepa y el comportamiento 
infectivo en el modelo de infecciôn THP-1.
Figura 3. Producciôn de IL-10 por las células THP-1 infectadas
H 37R V  ■  1
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CARACTERIZACION DEL PERFIL TRANSCRIPTOMICO CELULAR 
GENERADO TRAS LA INFECCION CON CEPAS DE LA FAMILIA W- 
BEIJING 
Metodologia
Cepas de M. tuberculosis
Se seleccionaron las dos cepas de M  tuberculosis pertenecientes a la familia W- 
Beijing que mostraron, en el apartado anterior, un comportamiento infectivo 
incrementado (cepas 7 y 4), junto con otra de las cepas Beijing que no destacô en su 
infectividad (cepa 5) y la cepa de referenda no Beijing H37Rv.
Las distintas cepas se cultivaron en medio 7H9 (Middlebrook 7H9, Difco), 
suplementado con 10% de OADC (Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA) y 0.05% 
de Tween 80 a 37°C y en agitaciôn, hasta alcanzar una DO de 0.2 - 0.3 a una 1 de 540nm.
Cultivos celulares
Para el mantenimiento de los cultivos celulares se siguiô el procedimiento descrito 
en el Objetivo 6.
Infecciôn de las células THP-1
Se diferenciaron 15X10^ células en flasks de 25cm^, mediante incubaciôn con 
PMA 100 nM durante 72 horas. A cada flask se anadieron 5 ml de medio de cultivo 
celular (Ver Objetivo 6) con la suspensiôn bacteriana adecuada para conseguir una 
multiplicidad de infecciôn de 10-15 bacterias por célula. La infecciôn se mantuvo durante 
4 horas a 37°C y 5% de CO2 . Tras la infecciôn se retirô el medio de cultivo y se 
realizaron dos lavados con 7 ml de tampôn-fosfato salino (PBS) y se anadieron 7 ml de 
medio de cultivo. A las 18 h los flasks se procesaron para la extracciôn del ARN celular.
Para cada cepa se realizaron dos experimentos en dias independientes, incluyendo 
en cada uno de ellos très réplicas del ensayo, con sus correspondientes contrôles de 
células sin infectar.
Extracciôn de ARN celular
El ARN se extrajo anadiendo a cada flask 2.5 ml de reactivo Trizol® (Invitrogen) y 
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN se resuspendiô en 100 pl de agua libre
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de nucleasas y, tras un tratamiento con ADN-asa (Qiagen), se purificô utilizando el kit de 
purifîcaciôn en columnas RNeasy (Qiagen). Una vez purifîcado, el ARN se conservô a 
-80° C hasta su posterior utilizaciôn.
Amplifîcaciôn del ARN e hibridaciôn con los microarravs
Se utilizô 1 pg de ARN para amplifîcar y marcar con radical aminoalil (5-(3- 
aminoalil)-2’desoxiuridina-5’-trifosfato (aa-dUTP, Ambion)), empleando el kit de 
amplifîcaciôn de ARN MessageAmp™ II aRNA kit (Ambion) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Por cada muestra, se resuspendieron 7.5 pg de ARN 
amplificado en 0.1 M NazCOs (pH 9.0) y se marcaron con Cy3 o Hyper5 (Cy™Dye 
Post-labelling Reactive Dye Pack, Amersham). A continuaciôn, el ARN marcado se 
purificô con el kit Megaclear™ (Ambion), segùn las indicaciones del fabricante. A partir 
de 1 pl de cada muestra se valorô la incorporaciôn de Cy3 o Hyper5 en el 
espectrofotômetro Nanodrop® (Nanodrop Technologies Inc.). Para el anâlisis de 
expresiôn se utilizaron los microordenamientos de oligos de 60 mer de Agilent (ref. 
014850) de alta densidad (4 x 44K) que representan todos los genes y trânscritos del 
genoma humano. Para la hibridaciôn y lavado de estos microordenamientos, se siguiô el 
manual para el anâlisis de expresiôn con dos colores publicado por Agilent Technologies.
Anâlisis de los datos obtenidos en los microarravs
Las imâgenes obtenidas para los canales Cy3 y Hyper5 se equilibraron y capturaron 
con GenePix 4000B (Axon) y las senales de hibridaciôn se cuantificaron empleando el 
software de GenePix (Axon).
El anâlisis estadistico de los datos se realizô mediante el algoritmo no-paramétrico 
“Rank products” propuesto por Breitling et. al (35) y disponible como “RankProd 
package” en Bioconductor (http://www.bioconductor.org) (112).
Este método selecciona genes que han sido clasificados sistemâticamente como 
diferencialmente expresados en un cierto nùmero de réplicas, independientemente de sus 
intensidades numéricas. Los resultados son representados en forma de p-valor, 
definiéndose éste como la probabilidad de que un gen determinado sea seleccionado por 
azar en una determinada posiciôn. Se consideraron como diferencialmente expresados 
aquellos genes en los que el p-valor corregido (FDR) fue < 0.05 (the False Discovery rate 
menor del 5%). Los genes que presentaron un FDR < 0.05 y un cambio en su perfil de
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expresiôn respecto a las células control > 2.5 ô < -2.5 fueron seleccionados para anâlisis 
posteriores.
Para el anâlisis de categorias funcionales disponibles en Gene Ontology (GO, 
www.geneontology.org) se utilizô el software DAVID (69). Se consideraron ùnicamente 
aquellas categorias funcionales que incluian, al menos, 6 genes expresados 
diferencialmente y en las que el p-valor de enriquecimiento funcional fue < 0.01
Resultados
Considerando como referenda los perfîles de expresiôn obtenidos con los contrôles 
de células sin infectar, se detectô una expresiôn diferencial en 905 genes, que presentaron 
un cambio en su expresiôn > 2.5 ô < -2.5 en los ensayos de infecciôn con las diferentes 
cepas analizadas.
Inicialmente, de estos 905 genes, se eliminaron del anâlisis aquellos que se 
comportaron homogéneamente (inducidos o reprimidos en todos los casos con un 
cambio de expresiôn > 1.5 ô < -1.5) para las 4 cepas analizadas (Bejing y no Beijing), 
con el fin de poder abordar el anâlisis de perfîles de expresiôn especffîcos. Esto condujo 
a la eliminaciôn de 406 genes entre los que predominaba un perfil comùn de represiôn 
(Anexo 1), que incluye a implicados genes que codifican citoquinas, quimiocinas, 
integrinas, protefnas implicadas en rutas de sefializaciôn, trâfico intracelular y estrés 
oxidativo. El anâlisis mediante Gene Ontology agrupô estos genes en diversas categorias 
funcionales (Figura 1), siendo las categorias funcionales de defensa, respuesta a dafto, 
respuesta inflamatoria y respuesta inmune, las cuatro categorias asignadas con mayor 
significaciôn.
Una vez eliminados del anâlisis los genes con expresiôn homogénea en las distintas 
infecciônes, se decidiô rastrear un posible perfil de expresiôn especffico para las cepas 
Beijing. Para ello, de los 498 genes restantes en estudio se identifîcaron aquellos genes 
expresados homogéneamente en las infecciônes con cepas Beijing pero que difirieran del 
perfil obtenido con la cepa no Beijing (cambio en su expresiôn > 1.5 ô < -1.5). 
Unicamente, el perfil de expresiôn de 29 genes era compartido y especffico para las très 
cepas Beijing analizadas (Anexo 2), entre los que se encuentran los genes que codifican 
las protefnas de choque térmico de 90, 70 y 27 KDa, la IL-24 y la caspasa 10. Entre los 
genes cuyos perfîles de expresiôn eran compartidos por las très cepas Beijing se
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encontraron genes incluidos en las categorias funcionales de: respuesta a estimulos 
biôticos, respuesta trente a protefnas desplegadas y respuesta a estfmulos proteicos.
A continuaciôn se explorô si era posible identificar un perfil de expresiôn 
especffico para las dos cepas Beijing de mayor infectividad (cepas 4 y 7). De modo 
équivalente al anâlisis anterior, se seleccionaron los genes cuyo patrôn de expresiôn tuera 
compartido por estas cepas pero no por la cepa Beijing de baja infectividad. De nuevo, 
unicamente un nùmero reducido de genes, 42, mostraron un perfil de expresiôn 
compartido y especffico de las cepas Beijing de mayor infectividad (Anexo 3), entre los 
que se encuentran los genes que codifican la protefna 6 de choque térmico de 90 kDa, la 
fibronectina tipo 3 y la quimiocina CXCL9. Las categorias funcionales en las que se 
encontraron algunos de estos genes fueron las mismas que las descritas en el caso 
anterior y se affadfa, ademâs, la categorfa funcional de respuesta a estrés.
Entre los perfîles de expresiôn diferenciales que se observaban al infectar con cada 
una de las cepas Beijing (Anexos 4, 5 y 6), se seleccionaron aquellos genes que 
presentaron cambios en su expresiôn > 3 ô < -3 (tabla 1 ).
En el perfil de expresiôn diferencial generado tras la infecciôn por la cepa 4 se 
incluyeron un total de 39 genes (Anexo 4). Entre los ejemplos de genes que se 
encuentran inducidos diferencialmente y que son de interés en el contexto de la infecciôn 
por M. tuberculosis, se observô una inducciôn importante en aquellos genes que 
codifican el ffagmento Fc de la inmunoglobulina G, asf como en el gen que codifica la 
defensina 81 y el receptor acoplado a protefna G “GPR18”. Asimismo, la infecciôn por 
esta cepa no provocô apenas cambios en la expresiôn del gen que codifica el ligando 
“TNFSFIO”, mientras que, tras la infecciôn con las otras 3 cepas, se observô que este gen 
se encontraba muy reprimido (tabla 1). Algunos de los genes que cambian su expresiôn 
tras la infecciôn por esta cepa se encontraron incluidos en la categorfa funcional de 
procesos inmunolôgicos (tabla 2).
En el caso de la infecciôn con la cepa 7 se observô un total de 30 genes con 
cambios en su expresiôn > 3 ô < -3 (Anexo 5). En el contexto de la infecciôn por M. 
tuberculosis, cabe destacar aquellos genes que codifican: IL-18, receptor de IL-3, MMPl 
y M M Pl2, los cuales se encuentran inducidos tras la infecciôn por esta cepa. Asimismo, 
conviene resaltar que el gen que codifica IL-6 o IFN-82, tras la infecciôn por esta cepa, 
no cambia sus niveles de expresiôn en comparaciôn con el control de células sin infectar, 
mientras que, en las células infectadas con las otras très cepas, este gen se encuentra muy
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reprimido (tabla 1). Los genes que presentaron mayores cambios en su expresiôn tras la 
infecciôn con la cepa 7 son genes incluidos en las categorias funcionales de: procesos 
metabôlicos, procesos celulares y procesos inmunolôgicos, asi como genes implicados en 
defensa y respuesta a estimulos extemos (tabla 2).
Por ultimo, en el perfil de expresiôn génica generado por la infecciôn con la cepa 
Beijing de menor infectividad (Cepa 5) se observaron ùnicamente cinco genes 
expresados diferencialmente (Anexo 6). Entre ellos, cabe resaltar_el comportamiento de 
los genes que codifican el receptor scavenger de macrôfagos “M SRl” (no cambia su 
expresiôn tras la infecciôn con la cepa 5 y se encuentra inducido en los otros 3 casos), y 
el receptor de IL-3 (no cambian su expresiôn tras la infecciôn con la cepa 5, inducido en 
la infecciôn con cepa 7 y reprimido en la infecciôn con cepas 4 y H37Rv) (tabla 1). No se 
obtuvo ninguna categorfa funcional que se ajustase a los criterios prefijados en el caso la 
cepa 5.
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Discusiôn
La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas con mayores tasas de 
mortalidad en todo el mundo. Asimismo, un tercio de la poblaciôn mundial esta infectada 
por M. tuberculosis de forma latente, resultando, por tanto, cada vez mas necesario 
reforzar las medidas de control para evitar la transmisiôn de la tuberculosis en la 
comunidad. La identificaciôn de todos los casos de tuberculosis y el tratamiento de los 
mismos son las medidas de control fundamentales. En este sentido, el conocimiento de 
las caracteristicas biolôgicas y patogénicas de M  tuberculosis es fundamental para 
entender sus mecanismos de infecciôn y transmisiôn, asi como para desarrollar nuevos 
fârmacos que eliminen el microorganismo de manera mas eficaz.
Durante la década de los 90 una amplia variedad de marcadores genéticos fueron 
identifîcados para M  tuberculosis (127), aunque fïnalmente un numéro reducido de 
éstos ban demostrado tener la capacidad de discriminaciôn y la reproducibilidad 
sufïcientes para ser introducidos como técnicas de genotipado a gran escala (126). Estas 
técnicas de genotipado ban permitido ampliar enormemente el conocimiento que se ténia 
de la infecciôn por M. tuberculosis.
Inicialmente, el genotipado de M tuberculosis se aplicô a la identificaciôn de 
brotes (62, 123, 153, 154) y mas tarde se introdujo en estudios poblacionales para el 
anâlisis de la transmisiôn reciente, asi como para la identificaciôn de los factores de 
riesgo asociados a dicba transmisiôn (49, 201, 229), contribuyendo a reforzar las medidas 
de control de la tuberculosis en los paises industrializados y a reducir, en gran medida, el 
numéro de casos.
Debido a los grandes movimientos migratorios que ban tenido lugar en los 
ùltimos anos desde las zonas mas desfavorecidas econômicamente bacia los paises 
industrializados, estos ùltimos ban visto cômo se producia una desaceleraciôn en la 
tendencia decreciente en el numéro de casos de tuberculosis y cômo un gran porcentaje 
de los mismos se observaba en la poblaciôn inmigrante. Las técnicas de genotipado ban 
desvelado aspectos interesantes sobre las dinâmicas de transmisiôn de este 
microorganismo y, en algunos contextes con fuerte presencia de poblaciôn inmigrante, de 
manera contraria a lo que se esperaba, se ba observado una gran permeabilidad en la 
transmisiôn entre la poblaciôn autôctona y la poblaciôn inmigrante. Este becbo sugiere 
que los casos de tuberculosis detectados en la poblaciôn inmigrante no siempre son 
debidos a una reactivaciôn endôgena de una cepa adquirida en su pais de origen 
(importaciôn) (12). Asimismo, estas técnicas ban desvelado que los entomos de
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transmisiôn pueden ser mas diversos de lo que se pensaba, dando un papel, en ocasiones, 
a los contactos casuales y a en contextes de transmisiôn diferentes a los que 
tradicionalmente se habia asumido (12, 28, 158).
Gracias al genotipado de M  tuberculosis, se han identificado determinados linajes 
genéticos con una amplia distribuciôn mundial (102), asi como cepas responsables de 
grandes clùsteres detectados durante largos périodes de tiempo en determinadas regiones 
(72, 131), o incluse determinadas cepas que, a lo largo de la historia, han estado 
asociadas a determinadas poblaciones (192). El interés por conocer cuâles son las 
caracteristicas que hacen que estas cepas tengan una mayor distribuciôn ha llevado a 
desarrollar numerosos estudios, con el fin de elucidar si determinadas cepas poseen una 
mayor virulencia o una mayor capacidad de control de la respuesta inmune del 
hospedador. El ultime avance en estas investigaciones ha surgido tras la anotaciôn del 
genoma complete de M  tuberculosis y el desarrollo de la tecnologia de microarrays, que 
ha permitido identificar determinados polimorfismos genéticos asociados a determinados 
fenotipos de interés (160, 218), asi como avanzar en la caracterizaciôn de los genes 
implicados en la supervivencia de M tuberculosis dentro del macrôfago (178, 188).
Ademâs, la implementaciôn de las técnicas de genotipado en los laboratories de 
micobacteriologia ha ayudado a la mejora del diagnôstico microbiolôgico, ya que hasta 
ese memento no se contaba con estrategias eficaces para la identificaciôn de falsos 
diagnôsticos positives como resultado de contaminaciones cruzadas de laboratorio, 
fenômeno que ha resultado ser mas ffecuente de lo esperado (64, 142, 201). Asimismo, la 
aplicaciôn del genotipado en determinadas situaciones clinicas ha permitido rebâtir la 
antigua creencia de que un segundo episodio de tuberculosis esta siempre causado por la 
misma cepa que provocô el primero, ya que se ha puesto de manifiesto que la reinfecciôn 
exôgena juega un papel importante en la infecciôn por este patôgeno, incluso en zonas 
donde la incidencia de tuberculosis es baja (19, 98). Junto a estos casos de reinfecciôn 
exôgena, otras situaciones mucho mas complejas, como infecciones mixtas con dos cepas 
diferentes de M  tuberculosis o con dos variantes clonales de una misma cepa, también 
han side identificadas, aunque en un porcentaje mucho menor (32, 59, 97, 99, 122). Esta 
complejidad clonal en la infecciôn por M  tuberculosis ha llevado, en algunas ocasiones, 
a observar distintos comportamientos infectivos entre las diferentes cepas o variantes 
clonales aisladas de un mismo paciente (97, 99).
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1. Epidemiologia Molecular: Identificaciôn de entornos de anâlisis con limitaciones 
y desarrollo de nuevas aproximaciones metodologicas v analiticas orientadas a 
solventarlas
En 1993, IS6110-RFLP fiie propuesta como la técnica de genotipado de 
referencia para M  tuberculosis (225) y, desde entonces, ha sido la técnica empleada en 
la mayoria de los estudios de epidemiologia molecular (49, 131,201, 229). Sin embargo, 
a pesar de la elevada capacidad de discriminaciôn que ha demostrado en comparaciôn 
con otras herramientas de genotipado (126, 127), aùn existen diversas limitaciones en el 
estudio de la transmisiôn de la tuberculosis que han de ser solventadas.
Una de las principales desventajas de la técnica IS6110-RELP es que requiere que 
los cultivos de M  tuberculosis sean incubados durante largos periodos de tiempo, para 
obtener una cantidad de ADN suficiente para que pueda realizarse. Esto hace que la 
obtenciôn de los resultados del genotipado por IS6110-RELP se prolongue tiempo 
después de realizar el diagnôstico de tuberculosis a un paciente y se disponga de ellos en 
un momento en que su utilidad es reducida, puesto que el estudio de contactos ya ha 
fmalizado. Especialmente en contextes con poblaciôn inmigrante, es esencial disponer 
râpidamente de los resultados, dada la gran movilidad de este tipo de pacientes. En este 
sentido, la técnica de genotipado MIRU-VNTR ha demostrado ser una altemativa râpida 
y sencilla a la hora de obtener resultados (126, 127) y su nuevo formate de 15 loci 
(MIRU-15) présenta, ademâs, una capacidad de discriminaciôn semejante a la de la 
técnica IS6110-RELP (13, 162). Estudios recientes han puesto de manifiesto que MIRU- 
15 cumple con los requisites necesarios para poder ser aplicada en estudios prospectives, 
ya que su tiempo de respuesta se adapta a los esquemas reales de intervenciôn 
epidemiolôgica (11).
A la hora de realizar estudios de epidemiologia molecular, es necesario refînar al 
maxime el anâlisis genotipico, con el fin de depurar las cadenas de transmisiôn para que 
exista una elevada correlaciôn entre los clùsteres identifîcados y la realidad 
epidemiolôgica. En este sentido, nuestro primer interés fue identificar aquellos aspectos 
que debieran ser considerados/refinados para garantizar solidez en los estudios de 
epidemiologia molecular. Decidimos, por tanto, optimizar: 1) la identificaciôn de falsos 
diagnôsticos de tuberculosis debidos a una contaminaciôn cruzada de laboratorio, ya que 
conducirian a la identificaciôn de falsos clùsteres, y 2) la correlaciôn entre
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microepidemias probadas epidemiolôgicamente y al anâlisis genotipico de las cepas 
implicadas.
1.1. Refinamiento metodolôgico para la identificaciôn râpida de contaminaciones 
cruzadas de laboratorio
Hasta el momento, IS6110-RFLP ha sido la técnica empleada para resolver las 
sospechas de contaminaciôn cruzada (34, 64, 202). Sin embargo, la demora en la 
obtenciôn de RFLP-tipos no permite la identificaciôn precoz de falsos positivos por 
contaminaciôn cruzada y los resultados no se obtienen en un marco de tiempo aceptable 
por los microbiôlogos y los clfnicos para tomar decisiones, con el évidente impacto 
clfnico y epidemiolôgico que esto supone.
Como se ha comentado anteriormente, la técnica MIRU-VNTR ha demostrado ser 
una técnica râpida y sencilla para la obtenciôn de genotipos. No obstante, la eficiencia de 
esta técnica para la identificaciôn de falsos positivos no se ha evaluado mediante ningùn 
anâlisis prospectivo y sôlo existen estudios aislados que documentan su potencial en este 
contexte (15). Este motivo llevô a valorar, en este trabajo, la capacidad de MIRU-VNTR 
en la resoluciôn râpida de las sospechas de contaminaciôn cruzada mediante un estudio 
prospectivo en el que se analizaron, tanto por IS6110-RELP como por MIRU-VNTR, 
evaluândose el tiempo de respuesta y la correlaciôn entre ambas técnicas. El objetivo de 
este estudio flie documentar si la técnica MIRU-VNTR podria ser una buena altemativa 
para la resoluciôn de estos fenômenos en los laboratorios de genotipado de referencia.
En este sentido, se observô que MIRU-VNTR permitia resolver de manera mâs 
râpida que la técnica IS6110-RELP las sospechas de contaminaciôn cruzada, ya que los 
resultados se obtuvieron con una media de 27 dfas de anterioridad. No obstante, cabe 
resaltar que el tiempo de resoluciôn de las sospechas podria haberse reducido si se 
hubiera priorizado el anâlisis por MIRU-VNTR, pero, sin embargo, se prefïriô seguir el 
esquema real de trabajo de un laboratorio de genotipado, en el que se realizan también 
otros muchos anâlisis.
Al analizar la correlaciôn con los resultados obtenidos por IS6110-RELP, se 
observô que MIRU-VNTR mostraba correlaciôn en todos los casos excepto en uno con la 
técnica de referencia, a pesar de haberse utilizado para este anâlisis el set de 12 loci, que 
ha demostrado ser menos discriminativo que los sets de 15 y 24 loci desarrollados 
posteriormente. El caso discrepante fue considerado un verdadero positive por la técnica
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IS6110-RFLP, mientras que MIRU-VNTR mostrô genotipos idénticos. Un anâlisis 
détail ado de los RFLP-tipos implicados en esta sospecha de contaminaciôn mostrô que 
las diferencias encontradas podrian deberse a la adquisiciôn, en uno de los casos, de una 
diana de restricciôn adicional para la enzima PvuW. Otra explicaciôn posible para esta 
discrepancia séria que el potencial origen de contaminaciôn estuviese coinfectado por dos 
variantes clonales de IS6110-RFLP y que sôlo una de las variantes estuviese participando 
en el evento de contaminaciôn cruzada.
MIRU-VNTR resolviô casos en los que, debido a un crecimiento insuficiente de 
los aislados de M  tuberculosis, no era posible la obtenciôn de genotipos por la técnica de 
referencia. Asimismo, permitiô la identificaciôn de casos de contaminaciôn cruzada de 
gran complejidad, con la participaciôn de mâs de un origen de contaminaciôn, que no 
hubiesen podido ser resueltos mediante la aplicaciôn de IS6110-RFLP, ya que al analizar 
los RFLP-tipos de los aislados que constituian las potenciales alertas de contaminaciôn 
cruzada, estos eran la combinaciôn de los patrones de bandas de sus origenes de 
contaminaciôn.
1.2. Anâlisis refinado de microepidemias no confirmadas por las técnicas de 
genotipado
En los estudios de epidemiologia molecular sôlo una parte de los clùsteres 
genotipicos son también identifîcados durante el estudio convencional de contactos (21, 
71, 118, 194). Ünicamente en aquellos estudios en los que se ha llevado a cabo un 
anâlisis refinado de los clùsteres, con determinadas estrategias que incluyen reentrevistas 
a los pacientes que se encuentran en los mismos, empleando incluso fotografias de los 
casos implicados en una cadena de transmisiôn, ha logrado incrementarse el porcentaje 
de nexos epidemiolôgicos confirmados entre los casos en cluster identificados por las 
técnicas de genotipado (141, 200, 223, 240).
Generalmente, el estudio de contactos estâ basado en el sistema de circulos 
concéntricos, en el que los contactos mâs cercanos a un caso de tuberculosis, que suelen 
ser los familiares y/o personas que conviven con ese paciente, son los primeros en ser 
investigados. Por tanto, si alguno de los contactos incluidos en el primer circulo résulta 
positive para la infecciôn por M  tuberculosis, normalmente se asume que ambos 
constituyen una microepidemia, resultado de la transmisiôn de una misma cepa. Sin 
embargo, las técnicas de genotipado han puesto de manifiesto que esto no siempre es asi,
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y se han observado microepidemias no confirmadas por los datos de genotipado (22, 23). 
Por esta razôn, durante el desarrollo de esta tesis, estas discrepancias han sido 
reanalizadas detalladamente mediante una estrategia refmada, desde un punto de vista 
tanto metodolôgico como analitico, no aplicada con anterioridad para abordar este 
problema.
La estrategia consistiô en reanalizar las microepidemias discrepantes con los 
datos obtenidos mediante el genotipado con la técnica IS6110-RFLP, apoyândonos en: 1) 
los datos genotipicos obtenidos por otras dos técnicas de genotipado, Spoligotipado y 
MIRU-VNTR, esta ultima de alta capacidad de discriminaciôn, como se ha comentado 
anteriormente, y 2) el anâlisis, siempre que fuera posible, de mâs de una muestra por 
paciente. La aplicaciôn de técnicas de genotipado de segunda linea, como MIRU-VNTR, 
ha sido propuesta por algunos autores, como herramienta para ayudar a una identificaciôn 
mâs précisa de los casos relacionados epidemiolôgicamente en los clùsteres definidos por 
1S6110-RFLP (129, 224). Con respecto a la inclusiôn de mâs de una muestra por paciente 
en el anâlisis, nuestra intenciôn fue valorar la implicaciôn de infecciones complejas 
clonalmente (coinfecciones) en la posible asignaciôn de patrones genotipicos errôneos, 
que pudieran ser responsables de las discrepancias con los datos epidemiolôgicos. El 
anâlisis indicô que, para aqueilas microepidemias cuyas discrepancias eran debidas a 
diferencias sutiles entre el patrôn genotipico de algùn/os caso/s con respecto al resto de 
los aislados implicados, los resultados obtenidos por los otros dos marcadores utilizados 
eran idénticos. Estas diferencias pueden ser debidas a que IS6110-RFLP posee una 
estabilidad menor en comparaciôn con otros marcadores genéticos, ya que algunos 
autores han estimado que la tasa de cambio de este marcador se sitùa en tomo a très anos 
(65, 253). Ademâs, algunos estudios han sugerido que estas diferencias tan sutiles pueden 
ser debidas al proceso de adaptaciôn que sufre una cepa cuando infecta a un nuevo 
hospedador (103).
Gracias a este reanâlisis, el nùmero de microepidemias discrepantes se redujo en 
un 11.4%, poniéndose de manifiesto la necesidad de refinar al mâximo el anâlisis 
molecular para identificar de manera précisa aquellos casos en los que realmente los 
datos moleculares difleren de los datos epidemiolôgicos. No obstante, a pesar de que fue 
posible reducir el nùmero de casos discrepantes, un porcentaje aùn elevado de 
microepidemias con diferencias genotipicas continuaron sin resolverse. La existencia de 
estas discrepancias senala la necesidad de ampli ar la bùsqueda de nexos epidemiolôgicos
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hacia contextos diferentes a los habituales, teniendo en cuenta, ademâs, que en muchas 
ocasiones la transmisiôn tiene lugar mediante contactos esporâdicos, como ya han 
revelado diferentes estudios de epidemiologia molecular (28, 158, 223), o bien en 
entomos diferentes a los contemplados habitualmente por la epidemiologia convencional.
En este sentido, la exploraciôn de nuevos entomos de transmisiôn por parte de los 
epidemiôlogos résulta complicada. En el caso de colectivos marginales, la colaboraciôn 
por parte del paciente es escasa o incluso nula, ya que, en ocasiones, dicha transmisiôn 
estâ asociada a determinados hâbitos ilegales. Con respecto a la poblaciôn inmigrante 
existe, en ocasiones, una barrera idiomâtica que impide una correcta comunicaciôn entre 
el epidemiôlogo y el paciente para poder realizar el estudio convencional de contactos. 
Asimismo, la elevada movilidad existente en estos pacientes dificulta en gran medida la 
investigaciôn epidemiolôgica.
Por todas estas razones, es necesario tener en cuenta que se requieren nuevas 
estrategias epidemiolôgicas para optimizar el estudio de las cadenas de transmisiôn en 
determinados contextos. Estas estrategias deben combinar el anâlisis molecular con una 
recolecciôn mâs refmada de los datos epidemiolôgicos, asi como la exploraciôn de 
entomos de transmisiôn no convencionales (141).
2. Qptimizacion de la detecciôn de compleiidad clonal v anâlisis de su implicaciôn 
clmica v epidemiolôgica
La complejidad clonal en la infecciôn por M. tuberculosis ocurre cuando varias 
cepas estân implicadas en la infecciôn de un mismo paciente. En este sentido, debemos 
distinguir entre casos con mâs de un episodio de tuberculosis y casos con un ùnico 
episodio tuberculoso. En el primer gmpo, nos interesan aquellos casos de reinfecciôn 
exôgena, que tiene lugar cuando cepas de M tuberculosis diferentes son aisladas en 
episodios diferentes de un mismo paciente. En el segundo gmpo encontrariamos casos 
con infecciôn multiple o policlonal, que ocurre cuando dos cepas distintas de M  
tuberculosis son aisladas simultâneamente dentro de un mismo episodio. En el caso de la 
infecciôn multiple puede ocurrir que, en lugar de dos cepas diferentes, sean aisladas dos 
variantes clonales de una misma cepa, que ünicamente presentan cambios muy sutiles 
entre sus genotipos. En esta situaciôn se habla de subpoblaciones bacterianas y se
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considéra que se han generado tras un proceso de microevoluciôn a partir de una cepa 
inicial.
2.1. Anâlisis clonal râpido de casos de tuberculosis récurrente
La reinfecciôn exôgena es un fenômeno de aceptaciôn creciente y que juega un 
papel importante en el estudio de las recurrencias, principalmente en las zonas de alta 
incidencia de tuberculosis, donde puede llegar a ser responsable de mâs del 70% de las 
recurrencias (228), aunque también se ha observado en zonas donde la incidencia es baja 
o moderada y tanto en pacientes VIH-positivos, como VIH-negativos (19, 43, 98). Estas 
observaciones han conducido a la demanda del clfnico de identificar, entre los casos que 
se presentan con recurrencias, aquellos ocasionados por una reinfecciôn exôgena. 
Inicialmente se asumia que dichas recurrencias se debfan a una no adherencia o fracaso 
terapéutico, por adquisiciôn de resistencias en la cepa causante del primer episodio, y 
podian conducir a una decisiôn de modificaciôn terapéutica. Sin embargo, cuando se trata 
de un caso de reinfecciôn exôgena no se deben hacer valoraciones terapéuticas a priori, 
puesto que se trata de una nueva infecciôn independiente.
Generalmente, la caracterizaciôn genotipica de recurrencias no se resuelve con 
rapidez, ya que es necesario realizar un subcultivo del aislado almacenado del primer 
episodio. Por este motivo, en nuestro estudio quisimos resolver esta limitaciôn aplicando 
la técnica de MIRU-VNTR al genotipado directo de los aislados congelados procedentes 
de los episodios de pacientes con tuberculosis récurrente, sin realizar subcultivo del 
aislado ni purificaciôn del ADN extrafdo del mismo. Esta técnica demostrô ser eficaz a la 
hora de obtener un genotipo en estas circunstancias y, ademâs, nos permitiô documentar 
fenômenos de complejidad clonal, entre los que se detectaron très casos de reinfecciôn 
exôgena.
El estudio de recurrencias y el papel que el fenômeno de reinfecciôn exôgena 
juega en él también se ve afectado por la posibilidad de que una reinfecciôn pueda estar 
causada por una infecciôn independiente que implique a la misma cepa de M. 
tuberculosis que provocô el primer episodio. Este fenômeno es imposible de detectar y, 
sin embargo, puede ocurrir en regiones donde la incidencia de tuberculosis es muy 
elevada y existen determinados genotipos prevalentes circulantes en la zona. Por tanto, 
este hecho debe ser considerado como un posible factor que conducirfa a una
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subestimaciôn del nùmero de recurrencias que son debidas a una reinfecciôn exôgena 
(228^
2.2 Efecto del cuitivo de las muestras clinicas sobre la complejidad clonal de las 
mismas
El segundo grupo de anâlisis, las infecciones policlonales en un ùnico episodio, 
son, sin embargo, un fenômeno que ha sido descrito con mucha menos frecuencia (59, 
179, 252). En un estudio realizado en Holanda, donde se genotiparon todos los aislados 
de M tuberculosis durante trece anos, se detectô un ùnico caso de infecciôn mixta (66). 
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en todos estos casos el genotipado fue 
realizado mediante IS6110-RFLP, en el cual la identificaciôn de infecciones mixtas es 
complicada e imprecisa puesto que requiere la interpretaciôn de bandas de baja 
intensidad en los patrones de RFLP. Ademâs, existe la posibilidad que estas bandas de 
menor intensidad se deban a problemas metodolôgicos y no a la presencia de una cepa 
acompanante inffarrepresentada. La interpretaciôn de estas bandas encierra, por tanto, 
cierta subjetividad y requiere el anâlisis por personal experto, con la posterior 
comprobaciôn de los genotipos de cada cepa mediante la obtenciôn de colonias aisladas. 
Asimismo, hay que tener en cuenta que la detecciôn de infecciones mùltiples por la 
técnica de IS6110-RFLP requiere que ninguna de las cepas esté representada por debajo 
del 10% en la poblaciôn bacteriana total (66).
Sin embargo, en estudios posteriores, la utilizaciôn de técnicas basadas en PCR ha 
demostrado un mayor porcentaje de infecciones policlonales (190, 227, 237). En el 
estudio de Warren et al. (237), donde el genotipado fue realizado directamente sobre 
esputos, este porcentaje llegô al 19% y es posible, ademâs, que esta ciffa esté 
inffarrepresentando el porcentaje total de infecciones mixtas, debido a que la técnica 
empleada por estos autores ünicamente permite diferenciar dos clases de genotipos: 
genotipo Beijing y no-Beijing.
Lamentablemente, a diferencia de este estudio, las técnicas de genotipado son 
aplicadas a muestras clinicas que han sido previamente cultivadas, ya que la mayoria de 
estas técnicas no offece la sensibilidad suficiente para ser utilizadas directamente sobre 
las muestras clinicas. Por tanto, como ya han sugerido otros autores, generalmente, los 
estudios de genotipado se realizan sin tener en cuenta la posibilidad de que, durante el 
procedimiento de cuitivo, pueda producirse una pérdida de la complejidad clonal de las 
muestras clinicas (179, 181, 197). En este sentido, el estudio de Shamputa et al. (190) ha
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demostrado que el anâlisis de aislados seriados de un mismo paciente, junto con la 
utilizaciôn de la técnica de MIRU-VNTR es una estrategia que ayuda a aumentar la 
detecciôn de las infecciones policlonales. Asimismo, un estudio realizado en Sudâffica 
demostrô que, tras aplicar una técnica de genotipado basada en PCR, muchas de las 
observaciones atribuidas a fenômenos de reinfecciôn, como es el caso de cambios en los 
patrones de sensibilidad entre aislados de un mismo paciente, eran, en realidad, debidas a 
infecciones mixtas que no habian sido detectadas por las técnicas de genotipado basadas 
en IS6110 (227). Estos hallazgos, junto con la interesante observaciôn realizada por el 
trabajo de du Plessis et a l (77), donde se identificaron infecciones policlonales en 
diferentes lesiones pertenecientes a necropsias, sugieren que el fenômeno de la 
complejidad clonal podria estar siendo subestimado por los procedimientos 
microbiolôgicos llevados a cabo actualmente en los laboratorios de micobacteriologia. 
Por esta razôn, otro de los objetivos de esta tesis fue valorar el posible efecto que el 
cuitivo puede tener sobre la complejidad clonal de una muestra clinica. En este sentido, 
gracias a una aproximaciôn metodolôgica basada en la técnica de MIRU-VNTR, hemos 
puesto de manifiesto que, durante el cuitivo de las muestras clinicas, se detectan casos en 
los que se modifica la complejidad clonal de las mismas. Este hallazgo deber ser 
considerado especialmente a la hora de realizar estudios de genotipado en zonas de alta 
incidencia de tuberculosis, o de riesgo elevado de sobreexposiciôn, donde la probabilidad 
de que existan infecciones clonalmente complejas es mâs alta y, por tanto, la 
probabilidad de asignaciôn errônea de genotipos es mayor.
Ademâs, en nuestro estudio se puso de manifiesto que algunos de los cambios que 
se producian tras el cuitivo de mezclas con mâs de una cepa eran muy marcados, puesto 
que ünicamente se detectaba una de las cepas iniciales. En algunos de estos casos, estos 
cambios podrian ser consecuencia de la mayor tasa de crecimiento observada en algunas 
de las cepas, confirmândose asi la hipôtesis planteada por du Plessis et a l (77), donde se 
puntualiza la posibilidad de que el hecho de no encontrar infecciones mixtas en los 
aislados pertenecientes a zonas de alta incidencia de tuberculosis, podria deberse a que el 
crecimiento preferente de una de las cepas esté enmascarando una infecciôn policlonal. 
Sin embargo, en nuestro trabajo, en una parte de los casos no se observô diferencia entre 
las tasas de crecimiento de las cepas de una misma mezcla, siendo, tal vez, un fenômeno 
de competiciôn entre dichas cepas el responsable de las diferencias observadas.
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Asimismo, también se observaron cambios marcados en mezclas que incluian 
cepas con distintos perfiles de sensibilidad, siendo la cepa resistente la que era detectada 
ünicamente, o en una proporciôn mâs elevada, tras el cuitivo. En este sentido, nuestro 
trabajo apoyaria los resultados obtenidos por otros autores que han observado 
discrepancias entre el perfil de sensibilidad de las muestras clinicas y el identificado tras 
el cuitivo de las mismas, poniéndose de manifiesto que los aislados clinicos no son un 
reflejo fiel de la complejidad clonal existente en la muestra clmica (181).
2.3. Impacto de la complejidad clonal en el anâlisis de la infecciôn por M. 
tuberculosis
La existencia de infecciones clonalmente complejas no detectadas es otro aspecto 
que ha de ser considerado a la hora de realizar estudios de epidemiologia molecular por 
el impacto que pudiera tener en la asignaciôn incorrecta de genotipos. Este hecho podria 
conducir a no identificar correctamente todos los miembros de una cadena de transmisiôn 
y asignar como un caso huérfano a un paciente que posee una infecciôn policlonal, en la 
que una de las cepas si estaria verdaderamente implicada en una cadena de transmisiôn 
reciente. La detecciôn de la complejidad clonal présenté en las muestras clinicas résulta 
especialmente importante cuando en dicha complejidad se encuentran implicadas cepas 
resistentes, debido a la importancia que tiene la identificaciôn de dichas cepas en el 
estudio de las cadenas de transmisiôn por la dificultad que requiere el tratamiento de las 
infecciones causadas por las mismas.
Ademâs de las consecuencias epidemiolôgicas ya citadas, la inffadetecciôn de 
estas infecciones policlonales puede tener implicaciones clinicas cuando una de las cepas 
es resistente a alguno de los antimicrobianos. La administraciôn de una pauta de 
tratamiento estândar eliminaria la cepa sensible, pero la cepa resistente verfa favorecido 
su crecimiento y provocaria la apariciôn de un segundo episodio (227).
Continuando con el anâlisis del impacto que pudiera tener la complejidad clonal 
en diversos niveles de la infecciôn por M. tuberculosis, el siguiente aspecto en el que nos 
centramos integraba los fenômenos de reinfecciôn e infecciôn policlonal, tratados de 
manera independiente hasta este momento. Asi decidimos ver si existia la posibilidad de 
que algunas infecciones consideradas reinfecciones exôgenas fuesen, en realidad, 
infecciones policlonales en las que ha tenido lugar una altemancia cronolôgica de las 
distintas cepas o variantes clonales coinfectantes. Esta selecciôn cronolôgica de las
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distintas cepas podria deberse a que, como se ha citado anteriormente, no siempre los 
aislados son un reflejo real de la complejidad clonal de la muestra, o podria estar 
reflejando también una posible competiciôn entre las cepas durante la infecciôn, 
produciéndose el desplazamiento de una de las cepas con respecto a la otra. En este 
anâlisis seguimos el procedimiento metodolôgico recomendado por otros autores para 
incrementar la sensibilidad en la detecciôn de la complejidad clonal (190), aplicando la 
técnica de MIRU-VNTR y, cuando fue posible, genotipando aislados seriados de cada 
episodio. Sin embargo, en nuestro estudio no fiie detectado ningùn caso de policlonalidad 
que pudiese haber sido asignado errôneamente como reinfecciôn exôgena, ya que, en 
todos los casos, solamente se identified una ùnica cepa en cada episodio. No obstante, 
hay que tener en cuenta que este estudio ha sido realizado con aislados clinicos 
cultivados, asi que nuevamente surge la duda de, si este mismo anâlisis hubiese sido 
realizado en muestras clinicas, la complejidad clonal hubiese sido mayor y nos hubiese 
permitido identificar la presencia de infecciones policlonales. A pesar de nuestros 
resultados, debe tenerse en cuenta la importancia de utilizar refinamientos metodolôgicos 
que aumenten la detecciôn de la complejidad clonal, principalmente en zonas de alta 
incidencia, o de mayor riesgo de sobreexposiciôn, donde la probabilidad de que se 
produzca una infecciôn mixta es mayor.
Independientemente de su mayor o menor frecuencia y de los posibles 
mecanismos que contribuyen a dificultar su detecciôn, las infecciones con mâs de una 
cepa de M. tuberculosis pueden deberse a dos causas: la primera de ellas consistiria en la 
infecciôn simultânea con dos cepas de M. tuberculosis, hecho que résulta muy poco 
probable, aun en zonas de alta incidencia, ya que se requiere que el paciente esté 
expuesto a una gran concentraciôn ambiental de bacilos pertenecientes a las dos cepas. 
La segunda causa y tal vez la mâs probable, es la sobreinfecciôn con una nueva cepa de 
M tuberculosis tras una primera infecciôn. Atendiendo a cuâl es el mecanismo que tiene 
lugar para que un paciente con una infecciôn mixta desarrolle una tuberculosis activa, el 
trabajo realizado por du Plessis et a l (77) sugiere dos posibilidades: 1) la reactivaciôn 
endôgena de la primera cepa conlleva una reducciôn de la inmunidad local, que facilita el 
establecimiento de una segunda infecciôn, o 2) la infecciôn causada por la segunda cepa 
provoca una cascada de acontecimientos inmunolôgicos que hacen que se produzca una 
reactivaciôn de la primera cepa. Ambas hipôtesis tienen implicaciones diferentes en
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relaciôn con la importancia relativa de los fenômenos de reactivaciôn y reinfecciôn y la 
patogénesis de la infecciôn secundaria.
3. Anâlisis de la infectividad de cepas de M. tuberculosis con interés epidemiolôgico 
v/o clinico
Cuando M  tuberculosis entra por primera ver en contacte con un individuo, el 
sistema inmune de este desencadena una serie de respuestas que determinarân el curso 
de la infecciôn. Sôlo un 10% de las personas infectadas por este microorganismo 
desarrollarâ una tuberculosis activa, asi que la compleja interacciôn que tiene lugar entre 
el hospedador y la bacteria jugarâ un papel crucial en el curso clfnico de la infecciôn y en 
sus consecuencias epidemiolôgicas. Entre los factores que determinan una mayor 
susceptibilidad para desarrollar una tuberculosis estân factores medioambientales, 
pobreza, malnutriciôn, hacinamiento y estrés. Ademâs, existe la evidencia de que 
determinados factores genéticos del hospedador influyen en esta susceptibilidad a M  
tuberculosis. Entre estos factores, el mâs estudiado es la respuesta inmune del 
hospedador trente a la infecciôn por M. tuberculosis, pero estudios recientes han 
demostrado que la variabilidad genética de la bacteria también juega un papel muy 
importante en el curso de la infecciôn (166). En este sentido, la conjunciôn de 
herramientas de genotipado y modelos de infecciôn ha permitido identificar cepas con 
mayor infectividad y caracterizar, ademâs de los factores del huésped considerados 
relevantes en la infecciôn, factores bacterianos asimismo déterminantes.
El estudio de la infecciôn por M  tuberculosis ha puesto de manifiesto que 
determinadas cepas poseen un interés especial, en el contexto epidemiolôgico y/o en el 
contexto clfnico. Entre las cepas destacadas por su interés epidemiolôgico se encuentran: 
1) cepas responsables de brotes extensos y de râpida expansiôn (44, 133, 154), y 2) cepas 
prevalentes a lo largo del tiempo en una determinada poblaciôn (131, 134). Ademâs, 
determinadas cepas también son interesantes desde un punto de vista clfnico porque 
poseen una elevada resistencia a los antimicrobianos (154) o porque muestran una mayor 
tendencia a la infecciôn extrarrespiratoria (99). Este interés ha llevado al desarrollo de 
numerosos estudios de infectividad en los que la capacidad de replicaciôn intracelular de
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estas cepas, junto con la respuesta inmune provocada por las mismas ha sido analizada, 
tanto en modelos celulares como en modelos animales.
3.1. Caracterizaciôn de la infectividad de aislados pertenecientes a la familia W- 
Beijing
Entre todas las cepas que presentan interés clinico y epidemiolôgico, el linaje W- 
Beijing quiza sea la familia de cepas que mayor interés ha suscitado debido a su amplia 
distribuciôn mundial y a su gran capacidad de diseminaciôn, generando grandes clùsteres 
que, en ocasiones, han estado asociados a un fenotipo de multirresistencia. Algunos 
estudios han demostrado que determinadas cepas de esta familia poseen un fenotipo de 
“hipervirulencia”. Este es el caso de la cepa HN878 cuyo fenotipo “hipervirulento” esta 
caracterizado por una gran capacidad de crecimiento intracelular, asi como una elevada y 
râpida mortalidad observada en el modelo de infecciôn murino. Esta mayor virulencia ha 
sido asociada a la capacidad de esta cepa de inhibir la respuesta Thl en los ratones 
infectados (137), aunque otros autores han asociado este fenotipo “hipervirulento” con 
una intensa respuesta Thl inicial, seguida de un râpido descenso de la misma provocado 
por la producciôn de citoquinas antiinflamatorias, como IL-10 (217). Sin embargo, 
estudios de infectividad realizados en modelos celulares han demostrado que no todas las 
cepas pertenecientes a la familia Beijing poseen una mayor virulencia, ya que diferentes 
représentantes de esta familia han mostrado diferencias en su capacidad de replicaciôn 
intracelular (214).
En nuestro estudio quisimos caracterizar la infectividad de las cepas 
pertenecientes a la familia W-Beijing présentes en nuestra muestra. Por esta razôn, 
seleccionamos una serie de aislados que presentaban diferencias en cuanto a su patrôn de 
sensibilidad, estatus huérfano o en cluster, nacionalidad del caso del que se aislaron y 
nùmero de copias de IS6110. La caracterizaciôn de la infectividad se realizô empleando 
un modelo de infecciôn in vitro con la linea celular THP-1 diferenciada a macrôfagos, ya 
que este modelo se considéra adecuado para el anâlisis de la infectividad de M. 
tuberculosis y constituye una buena altemativa al modelo de infecciôn de macrôfagos 
derivados de monocitos humanos (208, 216).
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La observaciôn mâs interesante de nuestros resultados fue la heterogeneidad 
encontrada en el comportamiento infectivo de los aislados, los cuales exhibieron un 
amplio rango de tasas de replicaciôn intracelular. Dos aislados difirieron 
significativamente del resto, mostrando las tasas de replicaciôn intracelular mâs elevadas. 
Uno de estos aislados fue pansensible y presentô el menor nùmero de copias de IS6110. 
Entre los aislados restantes, se observaron tasas de replicaciôn intracelular équivalentes y 
no se identificaron, ademâs, diferencias signifîcativas con respecto a la cepa control 
H37Rv. Cuando se analizô la producciôn de citoquinas durante las infecciones in vitro, se 
observô que las células infectadas con los dos aislados que mostraron las tasas de 
replicaciôn intracelular mâs elevadas, producian los niveles mâs bajos de TNF-a. En 
estadios tempranos de la infecciôn, estos dos aislados indujeron una producciôn de TNF- 
a significativamente menor que se mantuvo asi a los largo de toda la infecciôn. Este 
hecho indica un fallo en la correcta inducciôn de una respuesta inmune de tipo Thl. En 
este sentido y como se ha citado ya anteriormente, otros autores han observado también 
un amplio rango de tasas de replicaciôn intracelular entre los aislados pertenecientes a la 
familia W-Beijing y una asociaciôn inversa entre las tasas de replicaciôn intracelular y 
los niveles de producciôn de TNF-a (199, 214). Asimismo, las cepas de baja virulencia 
se han asociado con la inducciôn de una resuesta inmune mâs vigorosa, caracterizada por 
niveles elevados de citoquinas tipo 1 (TNF-a, IFN-y, IL-12) (135, 215, 217). Estos datos 
sugieren que la ventaja infectiva de las cepas W-Beijing no deberia considerarse como un 
hecho intriseco a esta familia, sino como una caracteristica de ciertos représentantes. 
Estos resultados son de gran relevancia, ya que el transcurso de la infecciôn depende de 
la capacidad de M  tuberculosis de regular la producciôn de citoquinas esenciales para el 
desarrollo de una respuesta inmune eficiente (55, 74). Como se puede observar en 
nuestro estudio y como ya han observado otros autores anteriormente, los représentantes 
virulentos de la familia W-Beijing inducen una producciôn inicial de citoquinas 
proinflamatorias elevada, que es controlada rapidamente, teniendo lugar una disminuciôn 
de los niveles de las mismas, lo que supone un control mâs efectivo de la infecciôn.
Determinados estudios han analizado la relaciôn entre el crecimiento intracelular 
y la transmisibilidad de determinadas cepas (170, 215, 216, 254), concluyendo que la 
capacidad de diseminaciôn elevada de una cepa de M  tuberculosis se correlaciona con 
una mayor capacidad de replicaciôn, lo que se considéra un marcador de virulencia. 
Nosotros analizamos los niveles de replicaciôn de cepas transmitidas (cepas en cluster) y
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cepas no transmitidas (cepas huérfanas), pero no observamos diferencias signifîcativas en 
sus tasas de replicaciôn intracelular o en los niveles de producciôn de TNF-a. Ademâs, 
los dos aislados con las tasas de replicaciôn mâs elevadas eran aislados huérfanos, lo que 
indica que no siempre una mayor virulencia estâ asociada a una mayor transmisibilidad.
Ademâs, en este sentido, cabe resaltar que en nuestro estudio no se observô una 
mayor capacidad de replicaciôn o control de la respuesta inmune en el aislado 
perteneciente al genotipo Beijing causante del brote en la isla de Gran Canaria, con lo 
que no deberia considerarse una cepa especialmente virulenta. Ademâs, la falta de casos 
secundarios causados por este genotipo en Madrid podria estar indicando que los factores 
epidemiolôgicos, mâs que los factores bacteriolôgicos, podrian ser las responsables del 
brote originado en Gran Canaria. El papel especffico que estos factores epidemiolôgicos 
juegan en diferentes contextos debe clarificarse antes de hacer consideraciones 
generalizadas acerca de la familia W-Beijing.
3.2 Caracterizaciôn de la infectividad de una cepa de M. tuberculosis prevalente en 
Madrid
En nuestro contexto, el rastreo de cepas prevalentes condujo a la identificaciôn de 
la cepa 5, responsable del cluster con mayor nùmero de casos detectado en la Comunidad 
de Madrid a lo largo de un perfodo de siete anos. Su anâlisis en el modelo de infecciôn 
in vitro indicô que no presentaba una mayor capacidad de replicaciôn intracelular en 
comparaciôn con la cepa virulenta de referencia H37Rv. Sin embargo, dicha cepa si 
mostrô una mayor tasa de replicaciôn intracelular cuando fue comparada con una cepa de 
genotipo ùnico o “huérfano” que no habia generado casos secundarios. Ademâs, H37Rv 
ha demostrado una elevada virulencia al tener la misma tasa de replicaciôn intracelular, 
en un modelo de infecciôn de macrôfagos activados, que otras cepas consideradas como 
“hipervirulentas” por su capacidad de causar meningitis tuberculosa (250). La menor 
capacidad de replicaciôn de la cepa 5 con respecto a H37Rv permite descartar un 
fenotipo hipervirulento, aunque parece destacar con respecto a una cepa no transmisible 
en la misma poblaciôn. Ademâs, puesto que no han sido realizados estudios orientados a 
medir la respuesta inmune provocada tras la infecciôn de los macrôfagos por la Cepa 5, 
no podemos concluir que no se trate de una cepa especialmente virulenta. En este 
sentido, Petrelli et al. (170) analizaron la virulencia asociada a la cepa causante del 
cluster mayoritario en una provincia de Canadâ, demostrando que la virulencia de dicha
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cepa no se debia a una mayor capacidad de replicaciôn intracelular (170), sino que 
probablemente esté relacionada con su capacidad de inhibir la secreciôn de citoquinas 
proinflamatorias (192). Otro punto importante a tener en cuenta es el hecho de que la 
Cepa 5 pertenece a la subfamilia fllogenética RD"°, que esta distribuida ampliamente a lo 
largo del mundo y algunos autores han sugerido que esta gran distribuciôn podria ser 
debida a que posee ciertas caracteristicas que favorecen su transmisiôn (101). Quiza 
estudios posteriores con la cepa 5 puedan revelar ciertas caracteristicas a nivel genético 
que estén relacionadas con una mayor capacidad de diseminaciôn.
3.3. Caracterizaciôn de la infectividad de cepas implicadas en reinfecciones 
exôgenas
Dentro de las cepas de interés, mâs allâ de los criterios epidemiolôgicos, 
decidimos centramos en aqueilas cepas implicadas en infecciones complejas 
clonalmente. Nuestro objetivo fue evaluar el papel especiflco que pueden jugar ciertos 
factores de la bacteria en el fenômeno de la complejidad clonal durante la infecciôn por 
M tuberculosis. Existen observaciones, real izadas por autores que han estudiado el 
fenômeno de reinfecciôn exôgena, que sugieren que el fenômeno de la complejidad 
clonal estâ asociado a factores socio-epidemiolôgicos, como la incidencia de 
tuberculosis, el riesgo de exposiciôn o el estado inmunolôgico del paciente (59, 84, 204, 
228, 235). Sin embargo, estudios realizados con diferentes cepas de M. tuberculosis 
aisladas de pacientes con infecciôn policlonal compartimentalizada, han demostrado que 
existe una asociaciôn entre la infectividad de dichas cepas y su capacidad para infectar 
tejidos extrarrespiratorios, siendo mayor la infectividad de las cepas responsables de la 
infecciôn extrarrespiratoria (99). Asimismo, otro estudio ha demostrado que, tras infectar 
ratones con inôculos que incluyen varias cepas de M. tuberculosis, existe una dominancia 
in vivo de alguna de las cepas (20).
En este trabajo quisimos analizar mâs detalladamente si la complejidad clonal en 
la infecciôn por M  tuberculosis es resultado ünicamente de factores socio- 
epidemiolôgicos o, por el contrario, estâ asimismo asociada a determinados factores de la 
bacteria. En concreto, nos centramos en eventos de reinfecciôn exôgena, planteândonos 
si era posible encontrar una infectividad diferente entre las cepas aisladas en el primer 
episodio, con respecto a las cepas aisladas en el segundo episodio. El anâlisis de estas 
cepas en un modelo de infecciôn in vitro no permitiô encontrar asociaciôn entre la
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infectividad de las distintas cepas de M. tuberculosis analizadas y el episodio en el que 
fueron aisladas. Por tanto, no fue posible encontrar la participaciôn de factores 
bacterianos adicionales a los factores socio-epidemiolôgicos asumidos como 
déterminantes para que tenga lugar una reinfecciôn. A pesar de todo, hay que tener en 
cuenta un posible efecto de sesgo en la selecciôn de pacientes, la mayoria de ellos VIH- 
positivos. En nuestro contexto, al tratarse de una zona donde la incidencia de tuberculosis 
es baja y el porcentaje de reinfecciones es reducido, la mayoria de estas recurrencias 
tiene lugar en pacientes inmunocomprometidos, en los cuales la probabilidad de que sean 
infectados por una segunda cepa y désarroilen una tuberculosis es mâs elevada, lo que 
podria estar enmascarando la posible asociaciôn entre factores propios de la bacteria 
(infectividad) y la implicaciôn en reinfecciones que quizâ podria detectarse en una 
poblaciôn no comprometida inmunolôgicamente.
4. Factores genéticos implicados en la infectividad de M. tuberculosis
Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la discriminaciôn entre cepas de 
M  tuberculosis, facilitada por las técnicas de genotipado, ha conducido a la 
identificaciôn de diferentes genotipos de alta virulencia (136,215, 217).
La tecnologia de microarrays proporciona una herramienta idônea para analizar 
cuâles son las causas que determinan los diferentes fenotipos de virulencia observados 
entre distintas cepas de M. tuberculosis, ya que permiten un anâlisis global del genoma 
de M  tuberculosis para identificar tanto la presencia de determinados polimorfismos 
asociados a determinados fenotipos de virulencia (174), como aquellos genes expresados 
diferencialmente por la bacteria y/o la célula hospedadora en respuesta a la infecciôn (92, 
173, 178, 188, 213). En este sentido, los estudios de genômica comparativa han 
permitido identificar regiones de deleciôn exclusivas de las cepas de M  bovis BCG y que 
no se detectan en las cepas patôgenas. Asimismo, se han descrito regiones de diferencia 
entre el genoma de la cepa de referencia H37Rv y su homôloga avirulenta H37Ra (166). 
Gracias a la identificaciôn de los genes que se encuentran en dichas regiones de 
diferencia, es posible seleccionar genes candidates de ser responsables de los fenotipos 
de virulencia.
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4.1. Caracterizaciôn genômica y transcriptômica de dos variantes clonales de M. 
tuberculosis con infectividad diferencial
En nuestro caso, se realizô un estudio de genômica comparativa con el fin de 
poder identifîcar regiones de diferencia en el genoma de dos variantes clonales de una 
misma cepa de M  tuberculosis, que habian sido aisladas de una misma paciente con 
tuberculosis respiratoria y meningitis tuberculosa, pero que presentaban comportamientos 
infectivos diferentes (97). Las diferencias genotipicas existentes entre las dos variantes 
clonales consistfan ùnicamente en très bandas de diferencia en sus patrones de RELP. A 
pesar de que ambas variantes fueron recuperadas de muestras respiratorias, solo una de 
ellas se aislô de LCR. El anâlisis comparative de sus genomas no revelô la existencia de 
regiones diferenciales, lo que sugiere que, probablemente, las variaciones genotipicas 
observ^adas son tan sutiles, que no llevan asociadas la deleciôn de ninguna region génica. 
No obstante, no debemos olvidar que este tipo de anâlisis ùnicamente permite estudiar y 
comparar aquellos genes que son comunes a H37Rv, ya que son los genes que se 
encuentran inmovilizados en el microarray. Podria ocurrir, por tanto, que las diferencias 
entre los genomas de las dos variantes clonales implicaran a genes que no estuvieran 
présentes en H37Rv, lo que impediria la caracterizaciôn de sus potenciales regiones de 
diferencia mediante esta estrategia.
A continuaciôn, analizamos si el diferente comportamiento infectivo de las dos 
variantes clonales pudiera estar asociado a diferencias en sus perfiles de expresiôn 
génica. Por este motivo, realizamos un anâlisis transcriptômico que nos permitiese 
detectar posibles diferencias en los genes expresados por cada una de ellas durante su 
crecimiento in vitro en el medio de cultivo. S in embargo, nuevamente, no se observaron 
diferencias entre los perfiles de expresiôn de las dos variantes clonales. Teniendo en 
cuenta la elevada similitud existente entre ambas variantes en todos los aspectos 
analizados, es posible que sus diferentes comportamientos infectivos resulten de 
diferencias en los perfiles de expresiôn génica celular generados por cada una de ellas 
durante el proceso de infecciôn de la célula hospedadora. Por tanto, serân necesarios 
estudios posteriores que analicen posibles diferencias a este nivel.
4.2. Caracterizaciôn del perfîl transcriptômico celular generado tras la infecciôn 
con una selecciôn de cepas W-Beijing
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La interacciôn inicial entre la micobacteria y el macrôfago es la que determinarâ 
el curso de la infecciôn. Esta interacciôn condiciona el perfil de expresiôn génico tanto de 
la bacteria como de la célula hospedadora. La activaciôn o inhibiciôn de determinados 
genes sera déterminante para que la bacteria logre sobrevivir en el interior del macrôfago 
o para que, por el contrario, el macrôfago logre activar correctamente la respuesta 
inmune que conduce a la eliminaciôn del bacilo. En este sentido, existen diverses 
componentes de la micobacteria que son reconocidos por determinados receptores del 
macrôfago, generândose una cascada de senalizaciôn celular que conllevarâ, en ultimo 
término, un cambio en la expresiôn de determinados genes. Este cambio en el perfil de 
expresiôn génico de la célula hospedadora provocarâ el inicio de los mecanismos 
orientados a la eliminaciôn del bacilo. Por su parte, la micobacteria ha desarrollado 
estrategias dirigidas a evitar ser eliminada por la célula hospedadora que, a su vez, 
pueden ser analizadas atendiendo al cambio en el perfil de expresiôn génica de la 
micobacteria.
Existen diverses estudios que han analizado el perfil de expresiôn de M 
tuberculosis dentro de la célula hospedadora (92, 188, 213), asi como el perfil de 
expresiôn de esta ultima en respuesta a la infecciôn (58, 79, 159, 173, 196, 213, 233), 
pero debido a las limitaciones que existen a la hora de obtener ARN de las micobacterias 
intracelulares en cantidad suficiente, los estudios que han analizado la expresiôn de la 
célula hospedadora en respuesta a la infecciôn son mas numerosos. En todos ellos se ha 
observado que los principales genes del macrôfago que modifican sus niveles de 
expresiôn en respuesta a la infecciôn son genes que codifican citoquinas, quimiocinas, 
moléculas de senalizaciôn y protefnas de adhesiôn y estrés oxidativo (58, 79, 159, 173, 
196, 213, 233). Esto ha permitido identificar genes clave en la patogénesis de la bacteria, 
asi como otros implicados en la activaciôn de la respuesta inmune por parte del 
macrôfago. Hay que destacar que todos estos anâlisis, excepto el estudio realizado por 
Shuangping et al., han utilizado exclusivamente cepas de referencia de laboratorio 
(H37Rv y Erdman). Por tanto, a pesar de que numerosos estudios han resaltado la 
importancia que la variabilidad genética de M. tuberculosis tiene sobre su 
comportamiento infectivo, aùn no ha sido realizado ningùn estudio en el que se haya 
comparado tanto el perfil de expresiôn de distintas cepas de M  tuberculosis al infectar 
los macrôfagos, como la respuesta suscitada en el macrôfago tras la infecciôn con 
diferentes aislados clmicos de M  tuberculosis. El anâlisis del comportamiento que tienen
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las distintas cepas en el interior del macrôfago, asi como el estudio de las respuestas que 
se generan en esta célula son aspectos muy relevantes para comprender mecanismos 
clave en el proceso de infecciôn. Asimismo, desde un punto de vista aplicado, estos datos 
son de gran utilidad a la hora de desarrollar nuevas vacunas o identifîcar nuevas dianas 
para nuevos fârmacos antimicrobianos. En este sentido, aquellos genes cuya expresiôn 
muestra variabilidad en la infecciôn con cepas diferentes no serfan buenos candidatos 
como dianas de antimicrobianos o como antigenos para nuevas vacunas.
Conscientes, por tanto, de la necesidad de no centrarse en cepas de laboratorio al 
abordar estudios de transcriptômica en tuberculosis, decidimos estudiar el perfil 
transcriptômico celular generado tras la infecciôn con una selecciôn de cepas W-Beijing 
de diferente infectividad. Los datos obtenidos han puesto de manifîesto que existen 
perfiles de expresiôn comunes a la infecciôn por todas las cepas de M. tuberculosis, asi 
como perfiles especificos generados por cada cepa.
4.2.1. Anâlisis de patrones de expresiôn comunes en la infecciôn por M. tuberculosis
Centràndonos en la pauta de expresiôn génica celular que se identificaba como 
compartida por todas las cepas analizadas, al igual que se ha observado en otros estudios 
(159, 173), se encuentran genes que codifican diversas citoquinas y quimiocinas. S in 
embargo, a diferencia de lo que ocurre en estos casos, donde prédomina un perfil de 
inducciôn génica, en nuestro trabajo se observa mayoritariamente un perfil de represiôn. 
Entre los genes reprimidos cabe destacar el gen que codifica IL-8, que aparece muy 
reprimido en todas las situaciones, o el gen de IL-113 que, exceptuando un caso, se 
encuentra también reprimido. Estos genes codifican citoquinas de elevada capacidad 
inflamatoria, con lo que cabe esperar que la represiôn de los mismos sea un mecanismo 
utilizado por M  tuberculosis para modular la respuesta inmune generada por la célula 
hospedadora y favorecer, asi, su supervivencia en el interior del macrôfago. Esta 
hipôtesis se veria apoyada también por el hecho de que el gen de IL-15, citoquina 
activadora de células T, se encuentra también reprimido en todos los casos. Asimismo, 
un estudio reciente ha demostrado cômo el gen zmpl de M  tuberculosis es capaz de 
inhibir la producciôn de IL-113, lo que impide que tenga lugar la maduraciôn de los 
fagosomas y disminuye la eliminaciôn de las micobacterias por el macrôfago (143). No 
obstante, debido a las diferentes metodologias empleadas en los diferentes estudios de
235
Discusiôn
transcriptômica que se discutirân mas adelante, résulta difïcil comparar entre si los 
resultados obtenidos en ellos.
En el perfîl de expresiôn comùn generado por todas las cepas de M. tuberculosis, 
junto con los genes que codifican diversas citoquinas y quimiocinas, se observa también 
la expresiôn diferencial de genes implicados en el trâfico intracelular, rutas de 
senalizaciôn y estrés oxidativo, al igual que ocurre en el estudio realizado por Tailleux et 
al. (213). Cabe destacar aqui la elevada represiôn del gen MAP3K8 que tiene lugar en 
todos los casos. Este gen codifica una proteina implicada en la ruta de senalizaciôn de las 
MAP-kinasas, cuya activaciôn conduce, en ultimo término, a la expresiôn de citoquinas 
proinflamatorias y moléculas antimicrobianas, asi como a la inducciôn de la apoptosis. El 
bloqueo de esta ruta por M. tuberculosis parece estar indicando nuevamente una 
modulaciôn por parte de la micobacteria del perfil transcriptômico de la célula 
hospedadora, con el fin de garantizar su supervivencia intracelular.
4.2.2. Anâlisis de patrones de expresiôn especificos en la infecciôn por cepas de M. 
tuberculosis pertenecientes a la familia W-Beijing
Tras haber analizado los aspectos comunes que identificâbamos entre los perfiles 
de expresiôn génica celular obtenidos a partir de diferentes cepas, decidimos explorar si 
era posible identificar pautas especificas para cada cepa o tipo de cepas.
Inicialmente se analizô el perfil transcriptômico comùn a la infecciôn por todas 
las cepas Beijing. Sin embargo, se observô que ùnicamente un nùmero muy reducido de 
genes se expresaba de modo équivalente en todas ellas, entre los que se encontraban 
genes que codifican la caspasalO, la IL-24 y diversas protefnas de choque térmico. Esta 
observaciôn apunta a una heterogeneidad en cuanto a la familia W-Beijing desde el punto 
de vista de las respuestas celulares inducidas tras la infecciôn por diferentes 
représentantes de este linaje. El concepto de homogeneidad dentro de este linaje, 
inicialmente considerado como asociado a virulencia, transmisibilidad y resistencia (26, 
102) se ha debilitado progresivamente para dar paso a la idea de que se deben de esperar 
diferentes fenotipos dentro de una familia amplia. En este sentido, inicialmente se 
considerô que esta familia estaba asociada a una mayor tendencia a desarrollar resistencia 
o multirresistencia. Sin embargo, a pesar de que diverses estudios han demostrado una 
relaciôn significativa entre la familia W-Beijing y la resistencia a fârmacos (27, 70, 128), 
otros autores, por el contrario, no han observado una mayor resistencia entre estas cepas
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comparadas con el resto de las cepas aisladas en las mismas regiones (44, 57). Asimismo, 
como se ha comentado anteriormente, también se ha observado un comportamiento 
infectivo heterogéneo en esta familia de cepas (199, 214).
En estudios realizados con otros patôgenos se ha sugerido que mecanismos 
diferentes de regulaciôn de la respuesta del hospedador podrian ser responsables de 
diferencias en los perfiles de infectividad de dichos patôgenos. Este es el caso del estudio 
realizado por Mogensen et al. (151), donde se pone de manifîesto cômo diferencias 
observadas en la patogenicidad de dos cepas diferentes de Neisseria meningitidis podrian 
estar asociadas a su diferente capacidad para generar una respuesta inflamatoria a través 
de la ruta de senalizaciôn de TLR4. Basândonos en estas observaciones, quisimos 
analizar si el diferente comportamiento infectivo observado en las dos cepas Beijing de 
mayor virulencia podria ser el resultado de un mecanismo de regulaciôn comùn, por parte 
de estas dos cepas, del perfîl de expresiôn del macrôfago. Por esta razôn, tras el anâlisis 
general con cepas Beijing, se estudiô el perfîl de expresiôn comùn para los dos aislados 
de esta familia que mostraron una infectividad in vitro elevada. Al comparar este perfîl 
con el obtenido con la cepa Beijing de baja infectividad, de nuevo, fue posible identifîcar 
un nùmero muy reducido de genes que se expresaba de modo diferencial en la infecciôn 
con las cepas mâs infectivas. La mayor parte de estos genes son de respuesta a estrés y a 
estimulos, como son el gen que codifica la proteina de choque térmico de 90 kDa o el 
que codifica la fibronectina 1. Ademâs, a pesar de las distintas categorias funcionales en 
las que se encuentran agrupados, ocurre ffecuentemente que un mismo gen se encuentra 
en mâs de una de estas categorias. El reducido nùmero de genes cuyo patrôn de expresiôn 
es compartido por la infecciôn con las cepas de alta virulencia parece sugerir que la 
mayor virulencia observada en dichas cepas no se debe a que compartan un modo 
équivalente de control de la expresiôn génica de la célula hospedadora, sino que cada una 
de ellas explora vias independientes de interacciôn con el macrôfago, generândose en 
éste respuestas diferentes.
4.2.3. Anâlisis de patrones de expresiôn singulares de cepa en la infecciôn por M. 
tuberculosis
Una vez documentada la escasa rentabilidad de intentar identifîcar perfiles de 
expresiôn comunes a la familia Beijing e incluso a algunos de sus représentantes de alta 
virulencia, decidimos focalizar el estudio a la identifîcaciôn de aspectos de interés
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desvelados singularmente por alguna/s cepa/s. En este sentido, una observaciôn 
destacable es el hecho de que uno de los genes que codifica el receptor “scavenger” 
MSRl se encuentra muy inducido en todos los casos, a excepciôn de las células 
infectadas con la cepa Beijing de menor infectividad, donde este gen présenta un 
inducciôn muy débil. Ademâs, la inducciôn de este gen es especialmente elevada tras la 
infecciôn con las dos cepas Beijing de mayor virulencia.
En este sentido, los receptores “scavenger” han sido propuestos como unos de los 
receptores claves para la entrada de M. tuberculosis en el macrôfago (171), con lo que 
una menor expresiôn de este gen llevarfa asociada una menor cantidad de receptores para 
M. tuberculosis en la superficie celular y, con ello, una menor entrada de micobacterias 
en la célula. Quizâ este hecho ayudaria a explicar la menor infectividad observada en la 
cepa Beijing 5, ya que, al no producirse un aumento de estos receptores en la superficie 
del macrôfago, entrarian menos micobacterias en su interior.
Al analizar la expresiôn del gen de TNF-a, en très de los casos este gen se 
encuentra reprimido y no cambia su expresiôn tras la infecciôn con la cepa 7. Sin 
embargo, en el ensayo de infectividad in vitro se habia observado que ùnicamente las 
cepas que mostraron una mayor replicaciôn intracelular eran capaces de contener la 
producciôn de TNF-a. La no detecciôn de diferencias claras en los niveles de expresiôn 
de este gen entre las células infectadas con las cepas de mayor virulencia y las infectadas 
con las otras dos cepas, podria deberse a que, el momento en el que se midieron estos 
niveles (a las 18 horas tras la infecciôn), no nos permite detectar diferencias producidas 
por cada cepa en los niveles de expresiôn de este gen. En este sentido, en el estudio 
realizado por Ragno et al. (173) se observa que la inducciôn del gen de TNF-a tiene 
lugar ùnicamente seis horas después de producirse la infecciôn y, pasado este tiempo, se 
recuperan los niveles basales. Es posible que, en nuestro caso, los niveles de expresiôn de 
este gen a las seis horas de infecciôn hubieran puesto de manifiesto una inducciôn inicial 
de TNF-a por parte de las cepas menos infectivas, mientras que las cepas de mayor 
virulencia hubieran provocado una represiôn de este gen desde el inicio de la infecciôn.
En el perfil transcriptômico generado por la cepa 4, cabe resaltar una gran 
inducciôn tanto del gen que codifica para IgG, como de los genes que codifican algunos 
de sus receptores. Este hecho podria estar indicando que el perfil de expresiôn de la 
célula hospedadora se inclinaria hacia la generaciôn de una respuesta inmune humoral o 
Th2, lo que facilitaria la supervivencia intracelular de esta cepa.
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Résulta también interesante la observaciôn de que el gen de IL-10, que se 
encuentra reprimido en el resto de los casos, tras la infecciôn por la cepa 4 su expresiôn 
se mantiene, lo que podria indicar que existe también una secreciôn basai de esta 
citoquina. La producciôn temprana de citoquinas antiinflamatorias ha sido propuesta, por 
algunos autores, como un mecanismo de virulencia que inhibe la producciôn de IFN-y y 
con ello la activaciôn de los macrôfagos (136, 214).
Asimismo, tras la infecciôn con la cepa 4, se observa una luerte inducciôn del gen 
que codifica la defensina 131, que pertenece a una familia de péptidos con actividad 
microbicida y citotôxica. Se ha sugerido que estos péptidos son un componente 
importante de los mecanismos de respuesta innatos generados contra M  tuberculosis 
(109). En este sentido, se ha documentado que monocitos humanos transfectados con este 
tipo de defensinas controlan mejor el crecimiento de la micobacteria (124). Teniendo en 
cuenta estos hallazgos, la elevada inducciôn provocada por la cepa 4 podria estar 
indicando un mecanismo de defensa desarrollado por el macrôfago en respuesta a la 
elevada infectividad de esta cepa.
En el caso de la cepa 7 résulta de interés la gran inducciôn que se produce en los 
genes MMPl y MMP12. Estos genes codifican metalopeptidasas, que son proteinas que 
degradan la matriz extracelular y contribuyen a la degradaciôn de los tejidos. Se ha 
observado que la expresiôn y la secreciôn de MMPl esta inducida por M. tuberculosis, a 
través de una ruta de transducciôn en la que estân implicadas MAP-kinasas (175). Sin 
embargo, se ha descrito también que M M Pl2 tiene efectos antimicrobianos al adherirse a 
la pared celular bacteriana y desorganizar las membranas celulares (114). La gran 
inducciôn que tiene lugar en la célula hospedadora tras la infecciôn por esta cepa podria 
interpretarse como un mecanismo de defensa especialmente activado como resultado de 
la infectividad elevada de esta cepa.
Otro aspecto destacable al analizar el perfil transcriptômico generado tras la 
infecciôn por la cepa 7 es el hecho de que el gen de IL-113 esté inducido, ya que al 
tratarse de una citoquina proinflamatoria, mediante su acciôn el crecimiento intracelular 
de esta cepa no se veria favorecido. Sin embargo, en paralelo se observa la inducciôn del 
gen que codifica su receptor antagonista, que podria inhibir el efecto antibacteriano de 
IL-113.
Por ultimo, la fuerte represiôn que se observa en el gen que codifica el IFN-132 
tras la infecciôn con el resto de las cepas, no se observa en el caso de la cepa 7, donde
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existen niveles basales de expresiôn de este gen. Esta observaciôn podria estar indicando 
que existe cierta secreciôn de esta citoquina por parte del macrôfago. El IFN-B2 esta 
implicado en la maduraciôn de células B, es decir, en la generaciôn de una respuesta 
adaptativa Th2. Asimismo, un estudio realizado por Manca et a l (138) ha demostrado 
que cepas hipervirulentas de la familia W-Beijing inducen la expresiôn de este tipo de 
interferones y este hecho lleva asociado una menor producciôn de TNF-a e IL-12, asi 
como una menor activaciôn de células T.
4.2.4. Limitaciones existentes en el anâlisis de la expresiôn génica
A pesar de que el anâlisis de la expresiôn génica es una herramienta util que 
ayuda a comprender, en cierta medida, el diferente comportamiento infectivo observado 
entre distintas cepas de M  tuberculosis, asi como a identificar genes que pudieran estar 
favoreciendo la supervivencia intracelular del bacilo, existen ciertas limitaciones en este 
tipo de anâlisis que deben considerarse.
En primer lugar, es necesario tener en cuenta que entre estos estudios existen 
diferencias metodolôgicas y analiticas en cuanto al tipo de macrôfago utilizado (humano, 
murino o linea celular), la multiplicidad de infecciôn utilizada, el momento en el que se 
analizan los resultados tras la infecciôn o el nùmero de genes analizados. En este sentido, 
hay que tener en cuenta que el perfil de expresiôn de una célula es muy sensible a 
modificaciones expérimentales sutiles, con lo que cambios en el nùmero de bacterias o en 
el tiempo de infecciôn provocan alteraciones marcadas en la expresiôn de muchos genes. 
Ademâs, existen diverses tipos de microarrays, tanto murinos como humanos, y no todos 
analizan el mismo nùmero de genes, ya que algunos estân dirigidos solamente a analizar 
un grupo concreto de genes implicados en funciones especificas o pertenecientes a 
familias funcionales determinadas. Todas estas variables hacen que existan diferencias, 
en los perfiles de expresiôn del macrôfago en respuesta a la infecciôn por M tuberculosis 
propuestos en diferentes estudios.
También es necesario establecer un consenso en cuanto al anâlisis estadistico que 
se realiza de los datos obtenidos de los microarrays y a los diferentes criterios de 
inclusiôn o exclusiôn de los genes utilizados por los distintos autores. Ademâs, otro 
aspecto que ha de ser considerado es que en el anâlisis realizado con microarrays sôlo 
son tenidos en cuenta los genes expresados diferencialmente, mientras que los genes 
expresados constitutivamente son ignorados por completo, aunque su papel en la
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infecciôn puede ser igualmente importante. Asimismo, el significado que tiene un cambio 
en el nivel de expresiôn de un gen puede ser muy diferente para las distintas protefnas y 
existen genes que son regulados de manera simultânea.
Hay que tener en cuenta, por tanto, que a pesar que la visiôn global que 
proporcionan los microarrays en cuanto al comportamiento de los genes, estos deben ser 
vistos como herramientas generadoras de hipôtesis para posteriores estudios y para la 
selecciôn de genes especificos que serân estudiados en profundidad posteriormente con la 
aplicaciôn de otras técnicas, que permitan establecer, de forma précisa, cuâl es el 
mecanismo concreto de regulaciôn de ese gen.
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1. MIRU-VNTR es una técnica râpida, sencilla y mâs adecuada que la técnica 
IS61610-RFLP para la resolucion de sospechas de contaminaciôn cruzada en los 
laboratorios de micobacteriologia.
2. El anâlisis molecular de los casos en cluster ha de refinarse al mâximo mediante 
la utilizaciôn de técnicas de genotipado adicionales al RELP y el anâlisis, cuando 
sea posible, de mâs de un aislado por paciente. Este refinamiento ayudarâ a 
identificar de manera mâs précisa las discrepancias reales entre las técnicas de 
genotipado y el estudio convencional de contactes.
3. Es necesario ampliar la bùsqueda de nexos epidemiolôgicos hacia contextes 
diferentes de los habituales, con el fin de reducir el nùmero de microepidemias 
con discrepancias genotipicas.
4. MIRU-VNTR es una técnica râpida y sensible para la obtenciôn de genotipos 
directamente de aislados de M tuberculosis archivados, pudiendo ser aplicada 
para realizar un anâlisis clonal râpido de los aislados de pacientes con 
tuberculosis récurrente.
5. La complejidad clonal inicial de M. tuberculosis présente en las muestras clinicas 
puede verse modificada tras el cultivo de las mismas. Es necesario, por tanto, 
optimizar las técnicas de genotipado para que puedan aplicarse directamente al 
anâlisis de las muestras clinicas y establecer, asi, la dimension real de la 
complejidad clonal en la infecciôn por M  tuberculosis.
6. En nuestro contexto es improbable que las reinfecciones sean resultado de 
infecciones policlonales con altemancia cronolôgica diferencial de las cepas 
coinfectantes.
7. En las reinfecciones exôgenas no se observô que haya participaciôn de factures 
bacterianos, como la infectividad de la cepa.
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8. La cepa 5 es la cepa mâs prevalente en nuestro contexto, siendo responsable de un 
3.7% del total de casos de tuberculosis durante el periodo 1997-2004. Se trata de 
una cepa de elevada homogeneidad genotipica y que no destaca por su virulencia.
9. La caracterizaciôn de dos variantes clonales de M  tuberculosis de diferente 
comportamiento infectivo, no identified diferencias a nivel genômico o 
transcriptômico que pudieran explicar su fenotipo.
10. La infectividad de las cepas pertenecientes a la familia W-Beijing présentes en 
nuestra muestra es heterogénea. Las cepas con tasas de replicaciôn intracelular 
signifïcativamente mâs elevadas son, a su vez, aquellas que contienen la 
producciôn de TNF-a desde el inicio de la infecciôn.
11. El anâlisis del perfil transcriptômico celular generado tras la infecciôn con una 
selecciôn de cepas de M  tuberculosis desvelô que existen perfiles de expresiôn 
comunes a la infecciôn por este patôgeno. En este perfil de expresiôn comùn se 
encuentran genes que codifican citoquinas, quimiocinas, y moléculas implicadas 
en el trâfico intracelular, rutas de senalizaciôn y estrés oxidativo.
12. El perfil transcriptômico celular generado tras la infecciôn por una selecciôn de 
cepas W-Beijing présenta un nùmero reducido de genes en comùn, predominando 
perfiles de expresiôn especificos de cada cepa. La elevada virulencia observada 
en dos représentantes de esta familia no se debe, por tanto, a que modulen de 
manera comùn la expresiôn génica de la célula hospedadora.
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Perfil transcriptomico celular comun a la infeccion per todas las
cepas de M tuberculosis
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ANEXO 2
Perfil transcriptomico celular comun a la infeccion por las cepas
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Nivel de expresiôn génica en THP-1 con respecte a contrôles sin infecter
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ANEXO 3
Perfil transcriptomico celular comun a la infeccion por las cepas Beijing
de elevada virulencia
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Nivel de expresiôn génica en THP-1 con respecte a contrôles sin infecter
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ANEXO 4
Perfil transcriptomico celular especifico de la infeccion por la cepa 4
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Nivel de expresiôn génica en THP-1 con respecte a contrôles sin infectar
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ANEXO 5
Perfil transcriptomico celular especifico de la infeccion por la cepa 7
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Nivel de expreslôn génica en THP-1 con respecte a contrôles sin infectar
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ANEXO 6
Perfil transcriptomico celular especifico de la infeccion por la cepa 5
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Nivel de expresiôn génica en THP-1 respecte a contrôles sin infectar
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